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Sra eens 


Zur Entstehung des Chlorophylls und seiner Beziehung 
zum Blutfarbstoff. 


I]. Mitteilung 
Von 


Kurt Noack und Wilhelm KieBling. 
Mit 11 lFiguren im Text 
Aus dem Botanischen Institut der Universitiit Halle-Wittenberg,) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1050.) 


In der I. Mitteilung') wurde der Nachweis erbracht, dab das 
Protochlorophyll Monteverdes, ein in kleiner Menge in ver- 
dunkelt aufgezogenen lVflanzen vorkommender Farbstotl, dem 
Chlorophyll schon sehr nahe steht und im wesentlichen als eine 
reduzierte, schon magnesiumhaltige Vorstufe des Cnlorophylls von 
Porphyrincharakter aufzufassen ist, die in ihrer magnesiumfreien 
Form zu dem Phylloerythrin (Bilipurpurin) der Rindergalle enge 
Bezichungen besitzt und wie dieses zu einer Carbonsiure vom 
spektralen Charakter der Blutporphyrine aufgespalten werden 
kann. Denn es gelang auf dem Weg der Reduktion, aus Chloro- 
phyll magnesiumfreie Kérper herzustellen, die den magnesium- 
freien Protochlorophyllderivaten und dem Phylloerythrin  selir 
nahe stehen. Der Erfolg im einzelnen war von der Art der 
Reduktion abhingig; mit Kisessig—Jodwasserstoff wurde ein an- 
scheinend mit Phylloerythrin identischer Kérper erhalten, wahrend 
die mit Eisen und Salzsiiure erhaltenen Reduktionsprodukte dem 
Protochlorophyll in seiner magnesiumfreien Form niiher standen. 

Die Konstitution des Phyiloerythrins konnte insofern auf- 
geklirt werden, als die oben erwilinte, hier zum erstenmal ge- 
lungene Aufspaltung des KOrpers in eine freie Siiure diesen als 
anhydrisierte Carbonsiiure kennzeichnet. 

Diese Befunde wurden im wesentlichen auf Grund der spektro- 
skopischen Eigenschaften und gewisser Reaktionsweisen der ein- 
zelnen Korper erhoben, wie auch gegebenenfalls die kiinstliche 
Herstellungsart fiir ihre Beurteilung herangezogen werden konnte. 

Im folgenden sollen nun die Ergebnisse der analytisch- 
priiparativen Bearbeitung mitgeteilt werden, die sich auf Proto- 
chlorophyll bzw. seine Derivate, auf kiinstlich reduziertes Chlorophyll 


') Noack u. Kiebling, Diese Z. 182, 13 (1929). 
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und auf Phylloerythrin erstreckt. Im groBben und ganzen werden 
damit die Betunde der I. Mittellung durchaus bestiitigt; einzelne 
Abweichungen sollen an den entsprechenden Stellen mitgeteilt 
werden. 

Was die kiinstliche Reduktion des Chlorophylls betritit, so 
hat kurz nach Veréffentlichung einer vorliutigen Mitteilung des 
einen von uns!), H. Fischer, durch diese veranlabt. iiber die 
Reduktion des Chlorophylls zu Phyloerythrin durch Einwirkung 
von Kisessig—Jodwasserstott wie auch von anderen Reduktions- 
mitteln berichtet?) und den bei Anwendung von Jodwasserstolt er- 
hobenen Befund in einer Reihe weiterer Arbeiten ausgebaut.*) Auf 
diese ist spiiter im einzelnen einzugehen, wiihrend hier grundsiitz- 
lich folgendes festgestellt sei: 

Da sich, wie eingangs erwiihnt, die durch Reduktion mit 
Kisen erhaltenen Chlorophyll-Reduktionsprodukte mehr dem Proto- 
chlorophyll niiherten, als die mit Jodwasserstoff dargestellten, 
wurde dieses Reduktionsmittel ganz verlassen und weiterhin nach 
einer moglichst milden Reduktionsweise gesucht, die die im 
Chlorophyll vorhandenen Kstergruppen bzw. deren Carboxyle 
intakt JaBbt. Da die Anwendung von Eisen und Salzsiiure in 
lsopropylalkohol otfenbar zu Substanzgemischen fithrt, wurde auch 
diese Methode aufgegeben und schlieBlich zur Reduktion Eisen 
in SO") iger Ameisensiiure als brauchbar gefunden, wodurch zwar 
das Phytol ebenfalls abgespalten wurde, jedoch die primiir im 
Molekiil vorhandene Methylestergruppe, die Carboxylgruppe fiir 
das Phytol wie auch kiinstlich eingefiihrtes Methoxyl (Methyl- 
phiiophorbid) erhalten blieb. Dadurch war es méglich. die von 
Willstitter beschriebenen methoxylhaltigen Chlorophyllderivate 
der a-Reihe in der reduzierten Stufe zu reproduzieren, d.h. zu 
Protochlorophyllderivaten zu kommen, die von seiten des Proto- 
chlorophylls selbst erhalten wurden, wiilirend die in der Zwischen- 
zeit von H. Fischer beschriebenen Reduktionsprodukte von ihm 
durch die energischere Jod- oder Bromwasserstoffreduktion er- 
halten worden sind, kein Methoxyl besitzen und zum Phyllo- 
erythrin fiihrten, das ja auch biologisch als Umwandlungsprodukt 


') Noack, Naturwissenschaften 17, 104 (1929). 
Fischer u. Biiumler, Sitz.-Ber. Bayr. Akad. d. Wiss. 1929, S. 17 


(Sitzung v. 9 Febr. 1929). 
) Die Verwendung von Eisessig-Jodwasserstoff ist von uns erst kurz 


nachher ohne Kenntnis der Versuche H. Fischers mitgeteilt worden (vgl. 


|. Mitteilung), was hier ausdriicklich festgestellt sei. 
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des Chlorophylls im Tierkérper diesem ferner steht als das Proto- 
chlorophyll der Ptlanzen. 


I. Untersuchung des Protochlorophylls. 


Als Ausgangsmaterial dienten wie friiher die freipriiparierten 
Samenhiiute der angekeimten Samen des Speisekiirbis. 

Die analysenreine Darstellung des Protochlorophylls ist nicht 
selungen, da die Fettstoffe der Samenhiiute durch Vorextraktion 
nicht abtrennbar waren und bei der Aufarbeitung Hindernisse 
bereiteten, deren Uberwindung in Anbetracht der schwierigen 
Beschatfung des Ausgangsmaterials nicht lohnend erschien. Auch 
als Protophiiophytin konnte der Farbstoff micht isoliert werden, 
da zu seiner Extraktion aus der iitherischen Rohlésung 18°) ige 
Salzsiiure erforderlich war, die offenbar schon phytolabspaltend 
wirkt. Denn beim Aufarbeiten wurde ein Farbstoff erhalten, der 
deuthiche Neigung zur Kristallisation zeigt, erst ber 1s0—200" 
sintert und bei 800° noch nicht schmilzt. Der C-Wert ist so 
tief, daB auf ein Substanzgemisch und Abspaltung des Phytols 
zu schlieBen ist; dagegen ist die Methoxylgruppe noch vorhanden. 
Die Substanz zeigte Ahnlichkeit mit einem spiiter zu beschreibenden 
Kérper, der aus Chlorophyll a durch Reduktion erhalten wurde 
und der aller Wahrscheinlichkeit nach phytolfrei war, 

“s lieB sich daher nicht unmittelbar erweisen, dab das 
Protochlorophyll ein Phytolester ist. immerhin ist dies mit 
ziemlicher Sicherheit daraus zu schlieben, dali nach Greilach! 
das Protochlorophyll im etiolierten Blatt bei Belichtung sehr 
rasch verschwindet und zwar in dem Mab, in dem Chlorophyll 
entsteht. Auberdem stellte Herr Scharfiagel im Iiesigen In- 
stitut fest’), dafi in den griinen, nur protochlorophyllfihrenden 
Samenhiiuten des Kiirbis, solange diese noch lebend sind, der 
Farbstoff bei Belichtung rasch, wenigstens teilweise, in Chlorophyll 
iibergefiihrt wird (vgl. Abschnitt IV), 

Dagegen gelang es, durch Einwirkung von 30°/,iger methyl- 
alkoholischer Salzsiure aus Protochlorophyll-Rohmaterial einen 
Trimethylester in leuchtend blauvioletten Prismen zu erhalten, 
der in verschiedenen Priiparationen einen Schmelzpunkt bei 233" 
bzw. 234—2535" autwies und ein vom Ausgangsmaterial voéllig 


1) Sitz.-Ber. d. k. Akad. d. Wiss. Wien I, 195, 121 (1904). 
*) Noch nicht verétfenthecht. 
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verschiedenes Absorptionsspektrum  besafi (vel. spiiter). Die 
Analvsenwerte’) ergeben die Formel C,,H,,N,O, oder C,.H,,N,O,. 
Kin mit diesem Korper in allen Eigenschatten identischer Tri- 
methylester ist. wie spiiter ausgefiihrt wird, durch Reduktion und 
Veresterung von Methylphiophorbid a wie auch von Phiophytin a 
erhalten worden, weshalb er als Protophytochlorintrimethyl- 
ester bezeichnet sei. 

Ks ist daher zu folgern, daB der Struktur des Protochloro- 
phylls in Ubereinstimmung mit den Befunden Willstitters am 
Chlorophyll eine Tricarbonsiiure zugrunde liegt. 

Die Verseifung des Triesters mit schwachem Alkali ergab einen 
in sekundiirem Natriumphosphat loslichen Monoester (C,,H,N,O, 
oder ©,,), der spektral mit dem ‘Triester iibereinstimmt (vg. 
II ©) und infolge starker Neigung zur Auhydrisierung sehr un- 
bestiindig ist. Kine Methoxylgruppe hat also der Verseifung in 
der hier angewandten Form widerstanden; sie diirfte daher dieselbe 
Stellung im Molekiil einnehmen wie die Methoxylgruppe im Chloro- 
phyll, da diese sehr schwer durch Alkali verseifbar ist und der 
Abspaltung durch Chlorophyllase im Gegensatz zur Phytolgruppe 
villi widersteht.?) Demnach kann dicser 6 Sauerstoffatome ent- 
haltende Monoester als Protophiiophorbid bezeichnet werden un- 
ceachtet der Tatsache, dab die eine der beiden nicht veresterten Car- 
boxylgruppen des Phiiophorbids lactamisiert oder, wie H. Fischer 
vermutet, lactonisiert ist. 

Der Versuch zur unmittelbaren Herstellung des Protophiio- 
phorbids durch Verseifung des Rohprotophiophytins fiihrte zu 
einem Anhydroprodukt, da infolge des hohen Fettgehalts im Roh- 
material die zur Verseifung nétige Alkalimenge so groB war, dab 
die freie Siiure der Anhydrisierung anheimfiel. Jedoch konnte der 
Farbstoff in diesem Zustand von den Fetten abgetrennt und durch 
neuerliche Verseifung mit geringsten Alkalimengen zur freien Car- 
bonsiiure aufgespalten werden, die in sekundiirem Natriumphosphat 
loslich war und in ihren iibrigen greifbaren Eigenschaften mit 
dem Protophiophorbid der obigen Darstellung identisch war. Zur 
Analyse wurde der Korper nicht dargestellt. Im folgenden werden 
die Absorptionsspektra des Protophiophytins und der beiden 
Methylester in Chloroform-Pyridin mitgeteilt, wobei besonders auf 


') Die Wasserstoffzahl kann natiirlich hier und im folgenden nicht als 
sicher betrachtet werden. 
*") Willstitter u. Stoll, Liebigs Ann. 587, 317 (1912). 
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die Verschiedenheit in der Intensitiitsverteilung hingewiesen sei, 
da diese beiden Spektraltypen bei siimtlichen neuen Substanzen 
die des weiteren beschrieben werden, ebenfalls auftreten: 
Protophiophytin: IT. 648—-68s; IT. 606—586; HL. 576—563; 1V. 5387 520, 
Reihenfolge der Intensitiit: III, If, IV, 1. 
Protophiophorbid und Protophytochlorin - trimethylester: I. 637 630; 
II. 593—576; IIT. 558—549; IV. 525—507, 
Reihenfolge der Intensitiit: IV, TI, HH, 1. 


II. Kiinstliche Reduktion von Chlorophyllderivaten. 


A. Reduktion von Methylphiophorbid a bzw. a +b 
zu Methylprotophiophorbid. 


Methylphiiophorbid a ist bekanntlich ein Dimethylester, der 
auBberdem eine dritte Carboxylgruppe in anhydrisierter Form als 
Lactam oder Lacton enthilt. Nach Willstitter ist seine Formel 
C,,H,.N,O;, die von H. Fischer!) umgeiindert wurde in ©, H. NO, 
oder ©,,H,,N,O,, also in eine Verbindung mit 6 Sauerstoffatomen. 
Auch Conant und Hyde?) geben als wahrscheinliche Formel die 
zweite der obengenannten mit C,, an. Somit ist ein Sauerstofi- 
atom vorhanden, das nicht in Carboxylform vorhegt. 

Die Reduktion des Methylphiiophorbids mit Kisen und 80°), iger 
Ameisensiiure ergab nun in der Hitze und bei Zimmertemperatur 
einen Dimethylester, dessen Analyse gut stimmt auf C,H, NO, 
bzw. ©,,H,,N,O;. (Hs werden hier und im folgenden bei einer 
theoretischen Erhéhung der C-Zahl um 1 gleichzeitig 2 H-Atome 
addiert.) 

Der Farbstoff krystallisiert in wetzsteinformigen Prismen 
und steht in seinen spektralen Kigenschaften zwischen Protophio- 
phytin und Phylloerythrin, mit denen er die Intensitiitsverteilung 
gemein hat. 

Soviel sich aus der Analyse ersehen liibt, wird bei der Reduktion 
ein Sauerstoflatom abgespalten; ob dieses durch Wasserstoff ersetzt 
wird oder ob eine ungesiittigte Bindung entsteht, kann nicht ent- 
schieden werden. HKhensowenig kann nach der Art der Darstellung 
und den Analysenwerten festgestellt werden, ob ctwa eine Um- 
lagerung stattgefunden hat. Jedoch kann sich an den Carboxyl- 
gruppen nichts geiindert haben, da mittels methylalkoholischer 
Salzsiiure aus dem Reduktionsprodukt ein Trimethylester erhalten 


1) Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 474, 62 (1929). 
*) Journ. Amer. Chem. Soe. 51, 3368 (1929). 
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wurde, der mit dem aus Protophiiophytin erhaltenen Protophyto- 
chlorin-trimethylester véllig identisch ist. Hierauf muB_ spiiter 
noch niiher eingegangen werden. Die kiinstliche Methoxyherung 
erkliirt sich am einfachsten durch Aufspaltung und Veresterung 
der primiir vorhandenen, anhydrisierten Carboxylgruppe. 

Somit diirfte die Wirkung der Reduktion in der Entfernung 
des sechsten Sauerstoffatoms im Chlorophyll, dessen Existenz 
durch Analyse des Methylphiiophorbids a sichergestellt und dessen 
strukturelle Bindung noch unbekannt ist, bestehen und es kann 
das erhaltene Reduktionsprodukt als Methyl protophiophorbid 
hezeichnet werden. 

Die Verseifung des Methylprotophiiophorbids mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge ergab eine in sekundiirem Natriumphosphat 
lisliche Substanz, die ihren spektralen Eigenschaften und Léslich- 
keitsverhiiltnissen nach mit dem Protophiophorbid aus natiirlichem 
Protophiophytin bzw. aus Protophytochlorin-trimethylester identisch 
war. Wie dieses ist sie durch starke Neigung zur Anbydrisierung 
ausgezeichnet; schon die Uberfiithrung aus salzsaurer Liésung in 
Ather u. del. geniigt, um die Alkaliléslichkeit aufzuheben. Eine 
Klementaranalyse ist daher nicht ausgefiihrt worden. Dagegen 
lieB sich der Farbstoff zum analysenreinen Protophytochlorin- 
trimethylester umwandeln, 

Kine dem Methylprotophiophorbid der Zusammensetzung nach 
‘ihnliche Substanz erlhielt H. Fischer?) als er das von ihm Phiio- 
porphyrin a, benannte durch Jodwasserstofireduktion aus Phiio- 
phorbid erhaltene Produkt, das mit Phylloerythrin spektral identisch 
ist, mit methylalkoholischer Salzsiiure veresterte. Er nimmt hier- 
fiir die Formeln C,,H,,.N,O, baw. C,,H,,.\,O, ia Anspruch, die 
also in der Sauerstoffzahl mit den weiter oben fiir das Methyl- 
protophiiophorbid angenommenen Formeln iibereinstimmen. Jedoch 
hesteht der Unterschied, daB der auf sekundirem Weg erhaltene 
Ester H. Fischers spektral mit Phylloerythrin véllig identisch ist. 
Vermutlich hiingt das Auftreten des Phylloerythrinspektrums mit 
der Wirkungsweise des Jodwasserstotis zusammen, woriiber im 
Abschnitt IV einiges zu sagen ist. 

AuBerdem erhielt H. Fischer®*) aus Chloroporphyrin e,, einem 
ebenfalls mit Kisessig—Jodwasserstoft erhaltenen Reduktionsprodukt 
nus Phytochlorine, einen Dimethylester der l’ormel C,,H,.N,O, (C,,), 


') Fischer u. Biiumler, a.a. O. 
) Fischer u. Moldenhauer, Liebigs Ann. 478, 44 (1930). 
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der mit dem eben besprochenen und dem hier erhaltenen mindestens 
isomer zu sein scheint. 

Die Modifikationen a und b des Methylphiophorbids verhalten 
sich gegen die hier angewandte Art der Reduktion ganz verschieden, 
Wihrend bei Verwendung von Methylphiiophorbid a die Ausbeute 
an Methylprotophiiophorbid quantitativ war, beschriinkte sie sich 
bei Reduktion des Gemisches a + b auf 60—65" >; die b-Modi- 
fikation ergab nur braune Korper. Somit diirfte diese gegen einen 
reduktiven Kingriff dieser Art aus noch unklaren Griinden weitaus 


emptindlicher sein. 


B. Reduktion von Chlorophyll a bzw. a+ b. 


Hier liegen die Dinge weniger einfach, da bei der Reduktion 
mit Eisen und Ameisensiiure das Phytol anscheinend véllig ab- 
eespalten wird, auch wenn die Reduktion bei 0—5° vorgenommen 
wird, und auberdem ein Gemisch von Produkten entsteht. Bei 
Reduktion in der Wiirme entstand in der Hauptsache ein alkali- 
léslicher Kérper, der spektral mit Methylprotophiophorbid Gleich- 
heit zeigte und offenbar eine zu diesem gehérige Monocarbonsiiure 
darstellt, die sehr emptindlich ist. Schon bei Uberfiihren in Ather 
aus der alkalischen Lésung wird sie unter Entstehung eines phyllo- 
erythrinilnlichen Korpers alkaliunléslich und krystallisiert in dieser 
anhydrisierten Form in olivbraunen Krystallen von Wetzsteinform. 
Beim Verseifen mit methylalkoholischer NKalilauge entsteht eine 
freie Siiure, die in Léslichkeit und spektralem Verhalten mit Proto- 
phiiophorbid tibereinstimmt. Der kleine Bruchteil des Reduktions- 
semisches, der wie das Ausgangsmaterial alkaliunléslich war, stuummt 
spektroskopisch mit Rohprotophiiophytin aus Kiirbissamen iiberein, 
konute aber wegen zu geringer Ausbeute nicht bearbeitet werden; 
Analysen wurden keine ausgefiilrt. 

Nach Reduktion in der Kalte konnte ein alkaliunloslicher 
Kérper, der ebenfalls das Protophiophytinspektrum zeigte, isoliert 
werden. Auch bei diesem war offenbar das Phytol schon ab- 
gespalten, da er beiin Stehen in iitherischer Lisung iiber 10°) iger 
Sodalésung tiber Nacht alkaliléslich wurde, keinen Schmelzpunkt 
besaB und im Gegensatz zu den bekannten phytolbaltigen Chloro- 
phyllfarbstotien starke Neigung zur Krystallisation zeigte. Offen- 
bar liegt ein mit Sodalésung oder Salzsiiure aufspaltbares Konden- 
sationsprodukt vor, das zudem nicht einheitlich ist, da die 
Elementaranalyse keine brauchbaren Ergebnisse zeitigte. 
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Bemerkenswert ist, dab bei Verwendung eines Gemisches 
von Chlorophyll a+b bei kalter Reduktion die b-Modifikation 
nicht reduziert wurde. Jedoch scheint sie, wie auch Reste nicht 
reduzierter a-Moditikation ihre Basizitit geiindert zu haben, da 
sie sich in Spuren mit 18°/,iger Salzsiiure ausziehen lieB und 
diese von normalem Phiophytin noch nicht angefarbt wird. Dies 
wird iibrigens schon von reiner Ameisensiiure bewirkt. Wenn so- 
mit die Reduktion des natiirlichen Phiophytins im Gegensatz zur 
Methylphiiophorbid-Reduktion kein unmittelbar klares Bild er- 
gibt, so war dies doch durch Verseifung und Wiederveresterung 
der Reduktionsgemische moéglich. Hierbei entstand Protophyto- 
chlorin-trimethylester, der analysenrein gewonnen wurde und in 
allen Kigenschaften mit dem Triester aus Methylprotophiophorbid 
und Kiirbis-Protophiophytin iibereinstimmte. 


(, Untersuchung des Protophytochlorin-trimethylesters. 


Dieser Verbindung kommt fiir die l}eziehungen in der Proto- 
phiiophytinreihe eine besondere Bedeutung zu, da sie von allen 
in Betracht kommenden Seiten in krystallisierter, analysenreiner 
Form erhalten werden konnte, niimlich aus Phaiophytin, Methyl- 
phiiophorbid, Methylprotophiiophorbid und Protophiophytin, worin 
nebenbei ein weiterer Beweis fiir die strukturelle Ubereinstimmung 
von Phiophytin und Methylphiiophorbid erbracht ist. 

Die Substanz ist identisch mit der in der J. Mitteilung be- 
schriebenen Verbindung, die mittels methylalkoholischer Nalzsiiure 
aus Protophiophytin und der entsprechenden freien Carbonsiiure 
erhalten und infolge Unkenntnis der EKlementarzusammensetzung 
als Anhydroverbindung bezeichnet wurde. Das Vorliegen eines 
Esters erschien damals nicht méglich, da die Verbindung auBer- 
ordentlich alkaliempfindlich ist, wie tibrigens alle hier behandelten 
KGrper, und somit die Annahme eines Siiureanhydrids niher lag. 

Diese starke Alkahiempfindlichkeit war bei den Versuchen 
zur Verseifung des Esters zu beachten. Durch Behandlung mit 
kleinsten Mengen Alkali, 1 cem 10°/, ige methylalkoholische Kali- 
lauge auf 500 ccm chloroformhaltiger Alkohollésung (0,02°/, KOH, 
wihrend 24 Stunden in Zimmertemperatur war es moglich, zu 
einem Monomethylester mit 6 Sauerstoffatomen zu gelangen, der 
in sekundiirem Natriumphosphat léslich war (C,,H,.N,O, bzw. 
C,,H,,N,O,) und spektral sich mit dem Triester identisch erwies. 
Hinsichtlich der Carboxylgruppen entspricht die Verbindung dem- 
nach dem Phiiophorbid mit dem Unterschied, daB die Lactam- 
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(Lacton)gruppe aufgespalten ist. Ks handelt sich also um 
Protophiophorbid, das in nicht analysierbarem Zustand un- 
mittelbar aus Protophiiophytin und Methylprotophiophorbid  er- 
halten wurde jvgl. 8. 100 und 102). 

Der Korper hat sehr starke Neigung zur Anlhydrisierung. 
Schon beim Umkrystallisieren oder bei Jingerem Stehen im 
Fallungsgemisch von Chloroform—Petroliither biiBt er die Alkali- 
léslichkeit ein, so daB er zur Analyse nur rasch umgefillt werden 
konnte. Bei Kinwirkung verdiinnten, wiibrigen Alkalis tritt eben- 
falls Anhydrisierung ein, wobei das Spektrum des Phylloerythrin- 
typs, d. h. die Intensitiitsreihenfolge III, I], IV, I auftrat. 

Ks sei hier nochmals auf die schon 8. 100 festgestellte Tat- 
sache hingewiesen, dab die Resistenz der einen der drei Carboxyl- 
gruppen gegen Verseifung ihre Parallele in der Chlorophyll- 
reihe hat. 

Ubersicht zur folgenden Seite: 


. | Fed . , KOH 7 
|. Phiiophytin > leduktionsgemisch > Protophiiophorbid 
Dik Aa) this Vr roTeey 
jazomie an Trieste) 


) - ‘ eee HCICH.OH nee 
Protophiiophytin (aus Niirbissaimen) > Triester 


te 


; HC! CH.OH bas 
3. Methylprotophiophorbid > Triester 


KOH Diazomethan 


4. Methylprotophiiophorbid > Protophiiophorbid > 'Triester 


. .  HCVCHOH KOH . : , 
5. Protophiophytin > ‘Triester > Protophiiophorbid 
Diazomethan Pea 
> 'Triester 
i. _, HCI/CHOH. .. KOH : 
6. Methylprotophiiophorbid > Triester > Protophiophorbid 
Diazomethan Paag, 
Priester 
Analysen: 


Cat N ©, Ber. C 68,96 H 6,75 N 8,94 S8OCH, 14,85 
Cp By NO, - 69,33 6,92 8,75 14,53 
Get. 1) 69,19 6,38 8,12 13,59 
69,09 6,60 ~— 
2a 69,49 6,22 8,63 13,88 
69,30 6,13 8,62 13,50 
2b) 69,36 6,19 8,77 
69,24 6,11 8,76 Cl 0,64 
3) 68,90 6.36 T.S1 12.35 0,94 
4) 69,09 6,36 13,57 
>) 69,03 6,17 8,44 12,48 
6) 69,66 6,37 8,79 15,86 
69,71 6,17 8,78 13,75 
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Um einen Beweis dafiir zu erhalten, dab die Trimethylester- 
priiparate verschiedener Herkunft und somit auch ihre Ausgangs- 
substanzen strukturell iibereinstimmen, wie auch dafiir. daB die 
angewandten Mittel der Verseifung und Veresterung keine struk- 
turelle Anderung bewirken. wurden einzelne Priiparate verseif{t 
und yon neuem mit Diazomethan verestert. In keinem Fall war 
nach der Wiederveresterung eine Anderung elngetreten. 

Die Ubersicht auf Seite 103 mag die Verhiltnisse erliutern. 

Die Schmelzpunkte, die fast bei allen Priiparaten bestimmt 
wurden (vgl. experimenteller Teil), lagen zwischen 233° und 236° 
Mischschmelzpunkte zeigten keine oder nur geringfiigige De- 
pression. 

Iie dem Triester entsprechende freie Tricarbonsiiure ist in- 
folee der Neigung zur Anhydrisierung weder bei alkalischer noch 
hei saurer Verseifung erhalten worden. Schon geringe Uber- 
schreitung der oben fiir die Verseifung zum Monoester angegebenen 
Alkalimenge wandelt den Triester in einen braunen K6rper um. 
bei Verseifungsversuchen mit 18° jiger Salzsiure wurde Spektrum 
und Loéslichkeit nicht veriindert: ob dabei Aufspaltung mit nach- 
foleender Anhydrisierung eintritt, wurde nicht untersucht. 

Bemerkenswert ist, daB die beiden erhaltenen Ester des 
Protophytochlorins mit keiner der Verbindungen iibereinstimmen, 
die H. Fischer beschreibt. Dieser!) erhielt aus Phytochlorin e 
durch Reduktion mit Jodwasserstoff Chloroporphyrin e und aus 
diesem mit methylalkoholischer Salzsiure oder Diazomethan eimen 
Trimethylester, dessen Bruttoformel mit dem hier beschriebenen 
iibercinstimmt (C,,H,,N,0,,), jedoch in den spektralen Kigenschaften 
und im Schmelzpunkt (255°) véllig von dem Mer vorliegenden 
abweicht. Offenbar gehen bei der Herstellung des Phytochlorins e 
aus Chlorophyllderivaten, die bekanntlich starke Mittel erfordert, 
strukturelle Veriinderungen vor sich, die bei den hier beschriebenen 
Versuchen vermieden werden konnten, wozu sich noch die Wirkung 
der Jodwasserstoffreduktion gesellt (vgl. S. 98. Ebenso weichen 
die von H. Fischer?) durch Jodwasserstoffreduktion und nach- 
triigliche Veresterung erhaltenen Phiioporphyrin-dimethylester nicht 
nur in der Methoxylzahl von den hier beschriebenen Estern ab, 
da auch ihr Spektrum mit dem des Phylloerythrins identisch ist. 

Die an sich geringe Wahrscheinlichkeit, daB an Stelle eines 


') Fischer u. Moldenhauer, Liebigs Ann. 478, 78 (1930). 
*) Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 474, 65 (1929); 480, 197 (1930). 
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Triesters eine Verbindung mit 5 Nauerstoffatomen, d. h. ein Diester 
mit einer Methylithergruppe vorliegt, scheidet wegen der Analysen- 
ergebnisse aus. Die dementsprechende Formel wiire bei An- 
nahme von 36 C-Atomen C,,H,,N,O, oder ©,,H,,N,O, und wiirde 
70,77 baw. 70,54°/) C verlangen, wiihrend die gefundenen C-Werte 
zwischen 68,90 und 69,71°/, liegen: bei Annahme einer Ver- 
bindung C,, berechnet sich der C-Gehalt auf 71,11 baw. T0,80°%. 

Die vorliegenden Befunde lassen in ihrer Gesamtheit den 
SchluB zu, daB die Umwandlung des Chlorophylls in Porphyrin- 
kérper im wesentlichen auf der Entfernung eines Sauerstoflatoms 
beruht; ob mit oder ohne Wasserstoffsubstitution mub dahingestellt 
bleiben. Es seien hier nochmals die von H. Fischer und von 
Conant und Hyde ftr das Methylphiophorbid angenommenen 
FKormeln mit den wichtigsten der hier beschriebenen Verbindungen 
verglichen: 


Methyl phiophorbid iain und eine Lacton- (liac- 
Cua 0. Cy. BO, 


tam) er.) a Se ee eee 
Me thylprotophi epkorbid fouemieo) . «. «§ © S>- : Hata Costa tO, 
Protophytochlorin-trimethylester . ‘eee athaa tas. C ALN, (), 


Das in seiner strukturellen Bindung bis ators nabs Sauer- 
stoffatom des Chlorophylls a ist demnach verhiltnismiBig locker 
gebunden und fiir die biologische Umwandlung von Protochlorophyll 
in Chlorophyll makgebend. Dies gilt auch fiir die Umwandlung 
von Chlorophyll in Phylloerythrin im Tierkérper, wie in den 
niichsten Abschnitten gezeigt wird. 

Hiermit diirfte auch vielleicht cin Fingerzeig fiir die Er- 
fassung des weiteren Nauerstoffatoms, das sich in dem strukturell 
noch unklareren Chlorophyll b befindet, gegeben sein. 

H. Fischer, der in seiner ersten Mitteilung iiber Porphyrin- 
bildung aus Chlorophyll mittels Jodwasserstoff diesen Vorgang 
ebenfalis als Reduktion ansprach, zweifelte spiiterhin an dem reduk- 
tiven Charakter des Vorgangs, da er umgekehrt aus Porphyrinen 
durch Reduktion mit metallischem Natrium, Behandlung mit Oleum 
usw.. Kérper mit dem Chlorinspektrum erhielt, stellt sich jedoch 
neuerdings!) wieder aut seinen zuerst eingenommenen Standpunkt. 


III. Untersuchungen in der Phylloerythrinreihe. 
A. Phylloerytbrin. 


Obwohl das mit Sicherheit aus Chlorophyll im Therkorper 
entstehende Porphyrin, das nn schon von mehreren 


') Fischer u. Moldenhauer, Liebigs Ann. 481, 182 (1930). 
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Seiten der Analyse unterworfen wurde, ist seine Elementar- 
zusammensetzung trotz hervorragender Krystallisationsfahigkeit noch 
nicht mit aller Sicherheit festgestellt, wozu offenbar die Schwierig- 
keit der Verbrennung viel beitrigt. Ebensowenig herrscht Klar- 
heit tiber seine Struktur. 

Lobisch und Fischler!), die den Farbstoff aus Rindergalle 
gewannen, stellten die Formel C,,H,,N,O, auf. H. Fischer?) hielt 
zunichst an Hand des Praparats der eben Genannten©, ,H,,N,0,, (C,,), 
also vor allem héheren Sauerstofigehalt fiir wahrscheinlich und 
hat infolgedessen anfiinglich %) sein durch Jodwasserstoffbehandlung 
aus Phiiophorbid a erhaltenes Reduktionsprodukt, das spektral 
und in der Klementarzusammensetzung mit Phylloerythrin iiberein- 
zustimmen schien, mit diesem fiir identisch erkliirt. Kinen wich- 
tigen Fortschritt stellen die Untersuchungen von Marchlewski') 
dar, der die Formel des Phylloerythrins aus Fiices zu C,,H,,N,O, 
ermittelte, also die Sauerstoffzahl auf 3 herabsetzte. Ferner fand 
Marchlewski, daB bei Verwendung von Chloroform zur Phyllo- 
erythrindarstellung ', Mol Krystallchloroform gebunden wird. Nurz 
vorher hat H. Fischer?) ein ,Phyllerythroporphyrin* beschrieben, 
das er beim Umkrystallisieren des Phylloerythrins aus Pyridin- 
Kisessig nach Aufkochen erhalten hatte und das 3 Sauerstoflatome 
aufwies (C,H, N,O.); die Sauerstofiminderung wurde von ihm als 
Folge weitgehenden Abbaus erklirt. Die Untersuchung March- 
lewskis veranlaBte ihn jedoch, das Phyllerythroporphyrin mit 
Phylloerythrin zu identifizieren und auf Grund neuer Analyse im 
theoretischen Teil der Mitteilung die Formel C,,H,,.N,O, als wahr- 
scheinlich anzunehmen, wihrend im experimentellen ‘Teil der Be- 
rechnung C,.H,,N,O, bzw. C,,H,.N,O, zugrunde gelegt ist. Der 
gvefundene C-Wert hegt in der Mitte der beiden letztgenannten 
Formeln.°) 

Die eigenen Analysen, die an dem hier durchweg verwandten, 
aus Rindergalle hergestellten Priiparat vorgenommen wurden, 
stimmen mit den Zahlen Marchlewskis und den neueren von 


') Sitz.-Ber. k. Akad. d. Wiss. Wien. 112, IIb, 159 (1908). 

') Diese Z. 96, 292 (1915/16). 

) Fischer u, Biiumler, Sitz.-Ber. Bayr. Akad. d. Wiss. 1929, S. 77. 

‘y a) Diese Z. 185, 8 (1929); b) Bull, de Acad. Polon. des Se. Ser. A. 
1929, 8.599. In der etwas frither abgefabten Mittlg. a ist C,,11,,N,O0, an- 


vegeben. 
® Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 474, 65 (1929). 
') Fischer u. Biiumler, Liebigs Ann. 480, 197 (1930). 
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H. Fischer im wesentlichen iiberein, jedoch legen die C-Werte 
sowohl beim Priiparat mit Nrystall-chloroform, als auch bei dem 
chloroformfreien im Mittel etwas tiefer und sind mit folgenden 
Formeln vereinbar: 

C.,,H3,N,0.(C.,,H,.N,0,); C,,Hs.N,0,(C,,H,,N,0O,) (kein OCH,) 

Die hier vorgenommene Abweichung in der Wasserstoffzahl 
segeniiber der Formulierung der friiheren Untersucher beruht 
darauf, daB die Formeln von der nunmehr wohl sicheren Zusammen- 
setzung des Methylphiophorbids a abgeleitet wurden (vgl. S. 101 
unter der durch die vorliegende Untersuchung begriindeten An- 
nahme, dab die Phylloerythrinbildung aus Chlorophyll in Sauer- 
stoffabspaltung, Verseifung und Anhydrisierung besteht. 

Wenn hier im Gegensatz zu den friiheren Untersuchern die 
Sauerstoffzahl 4 neben 3 diskutiert wird, so ist dies teils in den 
Analysenwerten, teis in spiiter anzustelienden Erwiigungen  be- 
griindet. Im experimentellen Teil findet sich eine Vergleichung 
der von Marchlewski und Fischer gefundenen Werte mit den 
vorliegenden. 


B. Aufspaltung des Phylloerythrins mit Alkali 

und Veresterung. 

Schon auf Grund von Versuchen der J. Mitteilung war es 
moéglich, das Phylloerythrin als Saiureanhydrid zu kennzeichnen. 
Denn durch Einwirkung von 0,25 ccm 10°/,iger wiibriger Nali- 
lauge auf 50 ccm isopropylalkoholischer Phylloerythrinlésung 
wihrend 4—6 Stunden im Schiittelthermostaten bei 25° lich sich 
die Substanz in eine freie Carbonsiure aufspalten, die spektral 
vom Phylloerythrin stark verschieden war, da die Banden die 
Intensitiitsreihenfolge IV, II], I], I aufwiesen. In Stickstoff wurde 
dasselbe Ergebnis erhalten. 

Die starke Alkaliempfindlichkeit des Phylloerythrins steht in 
bemerkenswertem Gegensatz zu dessen von H. Fischer!) betonten 
Widerstandsfihigkeit gegen Siuren. 

Die nunmelhr durchgefiihrte analytische Bearbeitung dieses 
Befundes ergab eine Phylloerythrincarbonsiiure, die sich durch 
Sauerstoffempfindlichkeit, Hygroskopizitiit und starke Neigung zum 
Anhydrisieren auszeichnet. Die Analysenzahlen, die aus den ge- 
nannten Griinden mit Vorsicht zu bewerten sind, stimmen immer- 
hin beziiglich des C-Wertes gut auf die Formel C,H, ,.N,O, (€ 


34/? 


') Fischer u. Biiumler, Liebigs Ann. 480, 197 (1950) 
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so dab das Vorliegen einer Tricarbonsiiure, in der eine Carboxyl- 
gruppe lactamisiert oder lactonisiert ist, am wahrscheinlichsten ist. 
Mit der Sauerstotizahl 5 wire auch das Vorliegen eines intra- 
molekularen Siiureanhydrids mit einer freien Carboxylgruppe zu 
vereinen, jedoch J&Bt die leichte Léslichkeit auch der festen 
Substanz in sekundiirem Natriumphosphat auf eine zweibasische 
Siiure schlicben, um so mehr, als diese beim Stehen in Loésungs- 
mitteln in eine nur noch in Sodalésung lésliche Form iibergeltt, 
die also wohl eine einbasische Siure darstellt. 

In Anbetracht einer gewissen Unsicherheit des Analysen- 
ergebnisses wire auch das Vorliegen eines Gemisches der drei in 
Betracht kommenden Carbonsiiuren (1—38-basisch) zu erwiigen, das 
aus der primiir vorhandenen Tricarbonsiiure beim Aufarbeiten ent- 
standen wiire. Solange sich das Reaktionsprodukt in Loésung 
befindet, wird wohl eine freie T'ricarbonsiiure vorliegen, da mit 
Diazomethan ein Trimethylester entsteht (s. u.). Die Méglichkeit der 
sekundiiren Oxydation des Phylloerythrins bei der Aufspaltung 
scheidet aus, da diese, wie schon erwiilint, in Stickstoffatmosphire 
wie in Luft verliuft. Die bei den Versuchen in der I. Mitteilung 
angewandte Veresterung mit Dimethylsulfat muBte verlassen wer- 
den, da nur Veresterungsmittel, die ohne Alkali anwendbar sind, 
die Substanz intakt lassen. 

Der Phylloerythrin-trimethylester schmilzt bei 230—232° und 
krystallisiert in Prismen, die in der Durchsicht rotbraun = ge- 
firbt sind. Die Analysenwerte lassen sich gut mit der Formel 
C.,H,,N,O./C,-H4,N,O,) vereinen. Der Ester hat somit dieselbe 
Zusammensetzung wie der Phytochlorintrimethylester, mit dem er 
auch den Spektraltyp gemein hat, ohne jedoch mit ihm identisch 
zu sein, wie ja durch Phylloerythrin gegeniiber den Kérpern der 
Protophiophytinreihe eine geringe Bandenverschiebung aufweist. 
Zum Vergleich seien hier beide Spektra aufgetiihrt in Chloro- 
form—Pyridin: 

Phylloerythrin-trimethylester (zugleich giiltig fiir die freie Siiure): 


I. 632-624: IT. 585—569: IIT. 550—538; IV. 517 -500. 


Protophytochlorin-trimethylester: 
[. 637—630; Il. 593—576; IIL. 558—549; IV. 525—507. 


Reihenfolge der Intensitiit in beiden Fillen IV, II, II, I. 


In der I. Mitteilung wurde angenommen, daB die aus Phylio- 
erythrin und reduziertem Chlorophyll erhaltenen Carbonsiuren 
und das als ,,Anhydroverbindung* bezeichnete, mit methylalkoho- 
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lischer Salzsiiure erhaltene Derivat, das sich jetzt in beiden Fiillen 
als ‘Triester erwies, identisch seien (vel, auch S. 98 der vorl. 
Mitteilung). Fiir diese Abweichung ist vermutlich der Wechsel 
der Reduktions- wie auch der Veresterungsmethode verantwort- 
lich zu machen; friiher wurde die Chlorophyllreduktion in isopropyl- 
haltiger Lésung mit Eisen und Salzsiiure vorgenommen und die 
freie Siiure mit methylalkoholischer Salzsiiure behandelt.  Beide 
Methoden ergeben, wie sich Jetzt gezeigt hat, Substanzgemische. 

Immerhin stehen sich die durch Chlorophyllreduktion und 
aus Phylloerythrin erhaltenen Siuren sehr nahe und es_ steht 
nichts im Wege, sie als Isomere zu betrachten. 


(. Veresterung des Phylloerythrins durch methylalko- 
holische Salzsiiure unter gleichzeitigem Abbau. 

In der J. Mitteilung wurde bei Aufspaltungsversuchen am 
Phylloerythrin mit starker methylalkoholischer Salzsiiure fest- 
gestellt, daB dadurch keine Anderung der spektralen Kigenschatten 
bewirkt wird, also auch nicht die spektral verschiedene Tricarbon- 
siure entsteht. Immerhin mubten Verinderungen vor sich ge- 
gangen sein, da das mit methylalkoholischer Salzsiiure behandelte 
Phylloerythrin im Gegensatz zum genuinen lO6rper in Benzol 
leicht léslich ist. 

Soweit sich nunmehr aus dem Reaktionsverlauf Schiliisse 
ziehen lassen, scheint die methylalkoholiche Salzsiiure die Vereste- 
rung zweier Carboxylgruppen zu bewirken, von denen auffallender- 
weise eine zusammen mit der Estergruppe abgespalten wird. So 
merkwiirdig diese T'atsache auch erscheint, so kénnen nur dadurch 
die Analysenergebnisse der gesamten Derivate in dieser [Reihe 
eine Erkliirung finden. In diesem Zusammenhang sei bemerkt 
daB H. Fischer bei Behandlung des natiirlichen, nachgewiesener- 
maBen sehr siiurefesten Phylloerythrins mit 85°/,iger Schwefel- 
siure bei 150° 1 Mol CO, abspalten konnte.”, 

Die Verminderung der Esterzahl von 2 auf 1 geht aus den 
Ergebnissen verschieden starker Einwirkung der methylalkoholi- 
schen Salzsiiure hervor: mehrtiigige Kinwirkung schwacher (5 °/ iger) 
Siure bei Zimmertemperatur ergab ein Gemisch von Di- und 
Monoester, ebenso kurzes Kochen mit derselben Siuremenge, wo- 
seven Veresterung mit 30°/,iger Siiure eine Substanz ergab, die 


<2 


gut auf die Formel C.3H,,N,O, (C,,) mit LOCH, stimmte. 


' Fischer, Merka u. Plétz, Liebigs Ann. 478, 283 (1929). 








112 Kurt Noack und Wilhelm Kiebling, 

H. fischer’) erhielt mit Diazomethan aus Phylloerythrin 
einen Diester, den er zunichst auf ©,.H,,N,O,, spiiterhin*) auf 
C.,H,,N,O,, allerdings ohne Angabe des Methoxylgehalts im 
zweiten Fall, berechnete. Es witre wichtig, diesen Ester mit dem 
hier vorliegenden zu vergleichen, da sicher anzunehmen ist, dab 
die gelinde Behandlung mit Diazomethan keine Carboxylabspaltung 
bewirkt. Der hier beschriebene Monoester bildet bei Nach- 
behandlung mit Diazomethan keinen Diester mehr; auch hierin 
zeigt sich, dab die betreffende Carboxylgruppe bei der Behand- 
lung mit methylalkoholischer Salzsiiure abgespalten worden ist. 

Den Monoester hat H. Fischer”) gleichermaBen und zwar 
ebenfalls durch Behandlung von Phylloerythrin mit methylalko- 
holischer Salzsiiure erhalten und berechnet ihn auf 33—31C-Atome 
mit 3 Mol Sauerstoff. Er stimmt im Schmelzpunkt (263°) mit 
der ersten Krystallisation des hier erhaltenen Esters itiberein, der 
jedoch nach der zweiten Krystallisation bei 250—251° schmolz. 
Diese Abnahme ist wohl auf Verunreinigungen zuriickzufiihren, 
da das einmal umkrystallisierte Priiparat 0,84°/, Chlor enthielt. 

Aus den Angaben H. Fischers geht eine etwaige Abnahme 
im C-Gehalt des Monoesters nicht klar hervor, wird von ihm auch 
nicht in diesem Zusammenhang diskutiert. 

Wie beim Phylloerythrin gelang es nun auch beim Mono- 
ester, durch Einwirkung sehr geringer Mengen Alkali Aufspaltung 
unter Erhaltung der Methoxylgruppe und unter Bildung einer 
alkaliléslichen Substanz zu erzielen, also die noch vorhandene 
anhydrisierte Gruppe anzugreifen, wobei eigenartigerweise die 
Sauerstofizahl auf sechs erhéht wurde (C,,H,.N,O, bzw. C,,), somit 
die Bildung einer neuen, dritten Carboxylgruppe erfolgte. Dieser 
Vorgang diirfte wohl mit dem ebenso merkwiirdigen, oben be- 
schriebenen Verlust eines C-Atoms zusammenhiingen und kann 
zurzeit nicht erklirt werden. Auch hier ist zu betonen, dab 
nur mit dieser Erkliirung eine Ubereinstimmung der Analysen- 
ergebnisse mit der beschriebenen Reaktionsweise méglich zu sein 
scheint. 

Mit dieser Aufspaltung der anhydrisierten Gruppe war zu- 
gleich der Umschlag des Absorptionsspektrums zu dem der freien 
Carbonsiiure des Phylloerythrins mit normaler C-Zahl verbunden, 


') Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 474, 65 (1929). 
*) Fischer u. Biiumler, Liebigs Ann. 480, 197 (1930). 
) Fischer, Merka u. Plétz, Liebigs Ann. 478, 283 1929). 
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mit dem vollige Ubereinstimmung bestand (Intensitiitsreihenfolge 
IV, III. I, 1). Dieses Spektrum scheint iibrigens H. Fischer 
nie beobachtet zu haben. Auch in der starken Neigung zur An- 
hydrisierung gleicht die Substanz der normalen Phylloerythrin- 
carbonsiiure, ist jedoch in allen Loésungsmitteln leichter léslich. 

Behandlung mit Diazomethan ergab einen Trimethylester der 
Formel C,,H,,N,O, (oder C,,), der spektral mit der Ausgangs- 
substanz identisch war; er schmilzt bei 205°, wiihrend der T'ri- 
methylester mit normaler C-Zahl einen Schmelzpunkt von 280 bis 
231° besitzt. In dieser starken Differenz ist zugleich ein Be- 
weis fiir den Verlust eines Kohlenstoffatoms bei der Behandlung 
von Phylloerythrin mit methylalkoholischer Salzséiure zu sehen. 

In einem Fall wurde beim Verestern der freien Siiure, die 
durch Kochen von Phylloerythrin in 3°/,iger methylalkoholischer 
Salzsiure und folgendem Verseifen erhalten worden war, ein 
alkaliunléslicher Diester erzielt, bei dem nur der Methoxylgehalt 
bestimmt wurde. In diesem Fall ist also die Umwandlung zu einer 
Tricarbonsiure wiihrend der Verseifung unterblieben. Gegeniiber 
dem Triester ist die Substanz leichter léslich, stimmt aber mit 
ihm spektral iiberein. 

Die Tatsache, daB bei der alkalischen Aufspaltung des obigen 
Monoesters durch Sauerstottaufnahme eine neue Carboxylgruppe 
entsteht, gibt AnlaB zur Erwiigung, ob diese Moglichkeit nicht 
auch bei dem Phylloerythrin selbst besteht, das in gleicher Weise 
aufgespalten wurde (vgl. S. 109) und daher eine anhydrisierte Di- 
carbonsaiure darstellen wiirde. Dies kann verneint werden, da 
die Bildung des Monoesters mit 3 Sauerstoffatomen nur mit Ver- 
lust einer Carboxylgruppe nach deren vorheriger Methoxylierung 
erklirt werden kann und somit urspriinglich, d. h. im Phylloery- 
thrin mit seinen mindestens 3 Sauerstoffatomen 3 (anhydrisierte 
Carboxylgruppen zu fordern sind. 


IV. Die Beziehung zwischen Chlorophyll (Phaophytin) 
und Phylloerythrin. 


Nachdem in der I. Mitteilung die Identitiit zwischen Phylloery- 
thrin unddem mit Jodwasserstoff erhaltenen Reduktionsprodukt aus 
Phiophytin vermutet worden war und kurz vorher auch H. Fischer 
in seiner ersten diesbeziiglichen Verétfentlichung zu diesem Ergebnis 
kam (vgl. S. 98), konnte dieser weiterhin') Unterschiede in der 


') Fischer u. Baiumler, Liebigs Ann. 474, 65 (1929). 
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Klementarzusammensetzung der beiden Kérper teststellen, die 
sich auf die kiinstlich dargestellten Ester in den beiden Reihen 
hezogen. Neuerdings ist es nun H. Fischer!) u. a. gelungen, aus 
Chloroporphyrin e,, einem reduzierten (hlorophyllabké6mmling vom 
Phytochlorin e, durch langeres Erwiirmen mit Kisessig—Bromwasser- 
stofi ein ,,Pseudophylloerythrin® zu erhalten. In einer Fufnote 
wird mitgeteilt, daB auBerdem aus Phiioporphyrin a, ein mit 
Phylloerythrin identischer Kérper erhalten wurde. 

Im folgenden sollen noch einige Ergebnisse besprochen werden, 
die zeigen, da auch von seiten der primir methoxylhaltigen 
Chlorophyll-Reduktionsprodukte die Bildung phylloerythrinartiger, 
allerdings noch methoxylhaltiger Kérper, d.h. Anhydrisierung unter 
Umschlag des Spektrums zum Phylloerythrintyp, moéglich ist, und 
die zugleich eine Unterlage fiir die Annahme von 4 NSauerstoft- 
atomen im Phylloerythrin anstatt der bisherigen drei ergeben. 

Kine Charge Methylprotophiophorbid, die mehrere Tage im 
Reduktionsgemisch von Eisen und 80"/ iger Ameisensiiure stehen 
blieb, wandelte sich dabei zu einem alkaliléslichen Koérper um, 
der beim Aufarbeiten diese EKigenschaft wieder verlor, sich also 
anhydrisierte, in Farbe dem Phylloerythrin weitgehend glich und 
ein Spektrum vom Phylloerythrintyp zeigte, das im Vergleich zum 
Phylloerythrin, stirker als beim Methylprotophiophorbid, nach 
Rot verschoben war. Die Analyse ergab einen Monomethylester 
mit 5 Sauerstoffatomen von der Formel C.,H,,N,O, (C,,). Hin 
Monoester derselben Klementarzusammensetzung wurde beim Neu- 
tralisieren einer salzsauren Loésung des Protophiiophorbids_ er- 
halten, jedoch war hier das im iibrigen vollig phylloerythrinartige 
Spektrum etwas weniger als beim vorigen hérper nach Rot ver- 
schoben. Beachtenswert ist der hohe Schmelzpunkt (296 bis 
298") im Hinblick darauf, daB Phylloerythrin keinen Schmelz- 
punkt besitzt. 

Auch in der Phylloerythrinreihe konnte eine derartige Riick- 
anhydrisierung beobachtet werden. Bei einer Darstellung des 
normalen Phylloerythrin-trimethylesters ((,, oder ©,,) aus auf- 
sespaltenem Phylloerythrin entstand bei der Extraktion mit 4°), iger 
Salzsiiure eine Carbonsiure mit dem Spektrum des autgespaltenen 
Phylloerythrins, die jedoch beim Uberfiihren in Ather spektral 
mit natiirlichem Phylloerythrin wieder vollig identisch wurde. 
Die (-H- und N-Analyse ergab dieselben Werte wie bei den 


' Fischer u. Moldenhauer, Liebigs Ann, 481, 132 (1930). 
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obigen Koérpern; auch erwies sich die Substanz als methoxylhaltig, 
reichte jedoch nur zu einer qualitativen OCH,-Bestimmung aus. 
Ks ist jedoch anzunehmen, dab sie ebenfalls mindestens noch 
1 Methoxyl enthalt, da nach den iibrigen Erfahrungen 4° , ige 
Salzsiure mindestens eine Methoxylgruppe unversehrt libt und 
in der vorliegenden Untersuchung bei Ksterverseifung iiberhaupt 
nie eine methoxylfreie, offene Carbonsiiure erhalten wurde. 

Die ‘T'atsache, dab Monomethylester mit 5 Sauerstoffatomen 
erhalten werden kénnen, die spektral dem Phylloerythrin stark 
tihneln oder sogar gleichen, kann nun, wie gesagt, fiir die An- 
nahme von 4 Sauerstoffatomen im Phylloerythrin herangezogen 
werden. Da das Phylloerythrin, wie hier bewiesen wurde, eine 
anhydrisierte T'ricarbonsiure ist, miissen sich in den obigen Mono- 
methylestern die vorhandenen 5 Sauerstoffatome auf die Kster- 
gruppe und eine intramolekulare Siureanhydridgruppe verteilen, 
so daB sich bei der Esterabspaltung und der zu fordernden An- 
hydrisierung auch des dritten Carboxyls, d. h. beim Phylloerythrin, 
eine Lactam- oder Lactongruppe und im ganzen die Sauerstoft- 
zahl 4 ergibt. Dies hitte die Folge, daB in der intramolekularen 
Siureanhydridgruppe die beiden veresterten Carboxylgruppen des 
Chlorophylls gesehen werden kénnen und damit die lier an- 
genommene Lactam- oder Lactongruppe des Phylloerythrins mit 
der entsprechenden Gruppe des Chlorophylls zusammenhinge. 

Obwohl die hier beschriebenen drei phylloerythrinihnlichen 
K6rper simtlch Anhydride darstellen, sind sie spektral nicht 
vOllig identisch. Dabei ist auffallend, daB der aus Phylloerythrin 
selbst erhaltene Kérper trotz Vorhandensein von mindestens einem 
Methoxyl spektral mit Phylloerythrin identisch war. Wichtig ist 
auch, daB das Spektrum der in der Protophiophytinreihe er- 
haltenen, phylloerythriniihnlichen Kérper sich dem Typus ihrer 
Ausgangssubstanz, dem Protophiophytin, wieder niiherte (Banden- 
verschiebung nach Rot gegeniiber dem Phylloerythrin). 

Diese Tatsachen lassen den SchluB zu, dab die Spektral- 
verschiebung zwischen Phylloerythrin und der Protophiiophytin- 
reihe grundsiitzlicher Art ist. Jedoch libt sich der Ubergang vom 
Spektraltyp des Protophiiophytins zu dem zweiten durch Jod- 
wasserstoffreduktion des Phiophytins usw. bewerkstelligen. Dem- 
nach scheinen diese beiden Spektraltypen bei Beriicksichtigung 
der iibrigen Befunde das Vorhandensein zweier isomerer Far)b- 
stoffgruppen zu bedeuten. 
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Ubersicht und biologische Folgerungen. 


Die Untersuchung hat im ganzen eine Gruppe von reduzierten 
Chlorophyllderivaten erschlossen, die der von Willstiitter in der 
Chlorophyllreihe a festgelegten Folge: Phiiophytin—Methylphio- 
phorbid—Phiiophorbid— Phytochlorin parallel liuft. In der Natur 
ist sie, soweit sich dies zurzeit ibersehen lift, im Protochlorophyll 
der dunkelkultivierten Blatter und der Cucurbitaceensamenhiiute 
und in esterfreier, anhydrisierter Form im Phylloerythrin des 
griingefiitterten Tierkérpers gegeben. 

[ie von drei Seiten, vom Protochlorophyll, Chlorophyll a 
und vom Phylloerythrin her erhaltenen Kérper besitzen auch vom 
biologischen Gesichtspunkt aus die engste Verwandtschaft zu den 
drei natiirlichen Koérpern; dies zeigen die einfachen spektralen 
Seziehungen siimtlicher Korper untereinander, wie auch der ein- 
fache, svymmetrische Bau der einzelnen Spektra. Ebenso spricht 
hiertiir die auffallend hohe Empftindlichkeit der gesamten Koérper- 
klasse gegen Sauerstoff, Alkali und Siure, die zumeist nicht ein- 
mal die Feststellung der Basizitit erlaubt und mit der bei bio- 
logischen Kérpern dieser Art zu erwartenden Labilitiit in Kinklang 
stelit. 

Der grundlegende Unterschied zwischen dem Protochlorophyll 
und dem Chlorophyll a muB im Fehlen eines Sauerstofis beim 
Protochlorophyll gegeniiber dem Chlorophyll liegen: dies gilt ebenso 
fiir das Phylloerythrin, dessen Bildung aus Chlorophyll im ier- 
kirper jedoch nicht nur mit Reduktion, sondern auch mit Ab- 
spaltung der Estergruppen und mit Anhydrisierung verbunden ist. 

Somit hat die analytisch-praparative Bearbeitung eine Be- 
stiittigung der in der |. Mitteilung erhobenen Befunde ergeben. 

Bei den im Dunkeln nicht ergriinungsfiihigen Pflanzen, zu 
denen die meisten gehéren, stellt demnach die letzte Stufe der 
Chlorophyllbildung eine photochemische Sauerstoffanlagerung an 
das Protochlorophyll dar, das in kleinsten Mengen, offenbar unter 
Kinhaltung eines chemischen Gleichgewichts, in dunkelkultivierten 
Blittern vorkommt. Hierbei muB es sich um dasjenige Sauer- 
stoffatom des Chlorophylls a handeln, dessen strukturelle Beziehung 
noch unklar ist. Uber die Folgerungen im einzelnen, die sich 
hieraus aut Grund der friiheren Arbeiten des einen von uns er- 
geben, sei auf die I. Mitteilung verwiesen. Jedoch muB hier noch- 
mals auf die Frage eingegangen werden, ob es berechtigt ist, das 
Protochlorophyll als biologische Vorstufe des Chlorophylls zu _be- 
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trachten, da dies von H. Fischer?) im Hinblick auf unsere Uber- 
legungen in der |. Mitteilung bestritten wird, wobei er iibrigens 
irrtiimlicherweise Monteverde und Lubimenko als Anhiinger 
einer Theorie von der Entstehung des Chlorophylls aus Proto- 
chlorophyll zitiert, wihrend diese entsprechend den Ausfiihrungen 
in der IJ. Mitteilung, wie nun neuerdings H. Fischer, das Proto- 
chlorophyll als Zersetzungsprodukt betrachten, da sie das Proto- 
chlorophyll im lebenden Blatt nicht nachweisen konnten. H. Fischer 
begriindet seine Meinung u. a. mit dem Vorkommen des Proto- 
chlorophylls in den Kiirbissamenhiiuten. Fiir diese geben allerdings 
Monteverde und Lubimenko an, dab sie wihrend der Samen- 
entwicklung Chlorophyll fiihren. 

In einer im Iesigen Institut im Gang betindlichen Arbeit 
des Herrn Scharfnagel ergibt sich nun in Wiederholung eines 
iibrigens schon in der I. Mitteilung erhobenen Befundes, daB nicht 
nur, wie dort erwiihnt, das Rothband des Protochlorophylls auch 
im Jebenden Blatt gesehen werden kann, sondern daB auch, und 
zwar ebenfalls im lebenden Blatt, ein allerdings nicht starkes, 
aber einwandfreies Spektrogramm dieses Rotbands erhalten werden 
kann, 

Ferner sind die Angaben von Monteverde und Lubimenko 
iiber das Verhalten der Cucurbitaceen Samenhiiute richtigzustellen. 
Beim Kiirbis enthalten schon die jungen Samenhiiute Protochloro- 
phyll und kem Chlorophyll. Jedoch geniigt schon die kurze Be- 
lichtung beim Offnen unreifer Friichte, um dieses zu einem Teil 
in Chlorophyll iiberzufiihren, vorausgesetzt, dab die friih ab- 
sterbenden Zellen der Samenhiute noch lebend sind. Nach dem 
Absterben bleibt das Protochlorophyll auch bei Belichtung er- 
halten. Monteverde und Lubimenko haben also den unmittelbar 
nach der Offnung unreifer Friichte gegebenen Zustand iiber- 
sehen. 

AuBerdem ist es moéglich, nach Belichtung von Protochloro- 
phyllrohlésungen in Alkohol oder Aceton unter noch nicht niher 
untersuchten Bedingungen das Auftreten des Chlorophyllrotbands 
zu beobachten. 


Die Arbeit wurde durch weitgehende Unterstiitzung seitens 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ermiglicht, der 
hier aufs beste gedankt sei. 


1) Fischer u. Biiumler, Liebies Ann. 474, 76 (1929), 
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Versueche. 


I. Protochlorophyllreihe. 


|. Versuche zur Herstellung von Protochlorophyll und 
Protophiophytin aus Kiirbissamenhauten. 


Alle Versuche zur Reindarstellung von  Protochlorophyll 
schlugen fehl, da der Farbstoff nicht von den reichlich vor- 
handenen Fett- und Olstoffen der Samenhiiute abgetrennt werden 
konnte. Ebensowenig gelang dies beim Protophiiophytin; jedoch 
wurden hier auf dem Weg der Reinigung iiber Salzsiiure Produkte 
erhalten, die weiter bearbeitet werden konnten?): 

50 ¢ trockene Samenhiute werden mit etwa 2 Liter Ather 
extrahiert. Die Lésung wird so lange mit je '/, Liter 18° iger 
Salzsiure ausgezogen, bis sich die Siure nicht mehr anfarbt. Die 
Atherlésung hilt noch Farbstoff zuriick, der zum Trimethylester 
aufgearbeitet werden kann. Die erforderliche Menge Salzsiiure 
hiingt von dem Gehalt der itherischen Lésung an Fetten ab, 
die aus den Hiiuten mitextrahiert wurden. Die schoén griine, 
salzsaure Loésung wird sofort zur Abtrennung ausfallender Fett- 
stoffe durch Harttilter gegossen und der Farbstoff durch Neu- 
tralisieren mit Soda in Ather iiberfiihrt, worauf die Reinigung mit 
Salzsiiture und das Uberfiihren in Ather wiederholt wird. Die 
Atherlésung muB dann kirschrot mit griiner Tinktion sein und 
darf keinen braunen Farbton mehr besitzen. Sie wird zur Ent- 
fernung stiirker basischer Verunreinigungen nochmals mit 10°/, iger 
Salzsiure durchgeschiittelt und abgedampft. Der Riickstand wird 
mit Pyridin aufgenommen und mit leicht siedendem Petrolither 
ausgefallt. Beim Kinengen einer Lésung in Pyridin—Methylalkohol 
zeigt die Substanz Neigung zur Krystallisation. Ausbeute 15 mg. 

Das Spektrum gleicht dem des Protophiophytins in Roh- 
lésung, ist jedoch etwas nach Rot verschoben (Hauptband in 
Chloroform—Pyridin: 575—567, Rohlésung: 576—563). Die Sub- 
stanz sintert bei 180—200° und schmilzt nicht bis 300°. Sie 
zeigt grobe Abhnlichkeit mit dem Reduktionsprodukt von Phio- 
phytin, das jedoch ebenfalls wie die vorliegende Substanz ein 
(semisch zu sein scheint. Die Analyse ergab keine brauchbaren 
Werte; jedoch war der C-Gehalt mit 69,22°/, so niedrig, daB sie 
als frei von Phytol, das offenbar bei der Behandlung mit Salz- 


') Die Mikroanalysen wurden gréftenteils von Herrn Dr. Schéller, 
Berlin, einige wenige von Herrn Prof. Dr. Pregl, Graz ausgefiihrt. 
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siure abgespalten wurde, zu betrachten ist. Dagegen wurde ein 
Methoxylgehalt von 3,5°/, festgestellt, was einer Methoxylgruppe 
entspricht. 


2. Reduktion des Methylphiophorbids a bzw. a + b 
zu Methylprotophiophorbid. 

a) Verfahren bei 60—70°: 0,1 g Methylphiophorbid a oder 
a+b, dargestellt aus Phiiophytin mit methylalkoholischer Salz- 
siiure nach Willstatter') werden in 8Occm konzentrierter Ameisen- 
siure gelést, auf 100 ccm mit Wasser versetzt und auf 60—70°", 
erwirmt. Hierauf werden kleine Mengen Kisenpulver(Kisen Merck, 
analysenrein, mit Wasserstoff reduziert) unter dauerndem Schiitteln 
derart zugegeben, dab die Fliissigkeit in stiindigem, leichtem 
Schiumen gehalten wird. Dabei schligt die Farbe von Blau- 
violett itiber Rotviolett nach Rot um. Die Reaktion ist nach 
einigen Minuten beendigt, was sich daran zeigt, dab in einer 
Probe nach Uberfiithren in Ather das Rothband des Methylphiio- 
phorbids verschwunden ist. Die reduzierte Substanz liegt, wie 
das kaum sichtbare Spektrum zeigt, zuniichst gréBtenteils als 
Leukobase vor. Sofort nach der Reduktion wird das Gemisch 
durch Filtration vom Eisen befreit und in viel Ather gegossen, 
worauf die Ameisensiiure mit Wasser ausgewaschen wird. Dabei 
wird der bis dahin braungelbe Ather infolge Oxydation der Leuko- 
base blutrot und tingiert griin. 

Bei der Verwendung des a + b-Gemisches als Ausgangssubstanz 
fallen braune Flocken aus, die von offenbar zerstiértem Methyl- 
phiiophorbid b herriihren, da eine Reduktion der b-Modifikation 
allein nur braunen Farbstoff gibt. Zu lang ausgedelhnte Reduktion 
des Methylphaophorbids a veriindert auch dieses unter Bildung 
eines braunen Korpers ohne Spektrum oder von Kisenanlagerungs- 
verbindungen, die sich bei der Reinigung mit Salzsiiure schwer 
spalten lassen. 

Der iitherischen Lésung wird der Farbstoff mit 2--3mal je 
etwa 300 ccm 12°/,ige Salzsiiure entzogen und sofort durch Neu- 
tralisation mit Soda ia 1,5 Liter Ather mit etwas Chloroformzusatz 
zuriickgefiihrt. Diese Losung wird nochmals viermal mit je 100 ccm 
5° ,iger Salzsiiure durchgeschiittelt, um Spuren freier Carbon- 
siuren und alkaliunléslicher, phvlloerythrinartiger Kérper zu ent- 

1) Willstaitter u. Stoll, Untersuchungen iiber’ Chlorophyll, S. 280. 
Berlin 1913. 
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fernen, und mehrmals mit destilliertem \Vasser gewaschen; hierbei 
austallende Substanz wird durch Chlorotormzusatz wieder in Lésung 
sebracht. Nach Trocknen mit Natriumsulfat wird das Lésungsmittel 
im Vakuum vollig vertrieben und der Riickstand in Methylalkohol— 
Chloroform (1:3) durch Kochen am = LRiicktluB aufgelést. Die 
Krystallisation erfolgt nach Filtrieren uid Einengen im Vakuum 
im verdunkelten Exsiccator, der von Zeit zu Zeit ans Vakuum 
angeschlossen wird. Diese Vorsichtsmabregeln sind notwendig, 
da sich leicht Photooxydationsprodukte bilden, die schon in Spuren 
eine gute Krystallisation verhindern. Ausbeute bei Verwendung 
von Methylphiiophorbid a quantitativ, bei Verwendung des a + b- 
Gemisches 40 mg. 

b) Verfahren bei Zimmertemperatur: |g Methylphiio- 
phorbid a oder a-+-b werden in 240 ccm konz. Ameisensiure 
gelést, mit Wasser auf 300 ccm versetzt und nach Zugabe von 
Kisenpulver 1—2 ‘age ins Wasserbad von Zimmertemperatur ge- 
stellt. In dieser Zeit wird das Methylphiiophorbid a fast quantitativ 
und zwar wiederum zu einer Leukobase, zu der des Methylprotophiio- 
phorbids reduziert. Die Bildung von Verseifungs- und Anlagerungs- 
produkten oder Uberschreiten der gesuchten Reduktionsstufe wird 
bei dieser Methode vermieden. Die b-Moditikation wird dabei 
sehr schwer angegriffen und bleibt bei Einhaltung einer Tempe- 
ratur von 0° dem Spektralbefund nach unverandert. Die Auf- 
arbeitung erfolgt nach a. Ausbeute: bei Verwendung der a-Modi- 
tikation quantitativ, bei a + b 0,6—0,65 g. 

Als Nachteil dieses Verfahrens ist zu bemerken, dab das ent- 
standene Methylprotophiophorbid bei der Verbrennung leicht zu 
tiefe C-Werte liefert, die wohl 
durch Spuren nicht reduzierter 
Substanz bedingt sind. 

Methylprotophiophorbid ist in 
Chloroform und Pyridin leichter 
loslich als der Protophytochlorin- 
trimethylester. Die Lésung in 
Chloroform ist in der Durch- 
sicht rot, in verdiinnten Lésungen 
blaugriin und tingiert schwach 
griin. Krystallform: wetzstein- 
artige blauviolette Prismen, in 
Fig. 1 Durchsicht braungelb (Fig. 1). 


Methylprotophiophorbid aus Methy!phiophor- . 7 , “7 ee 
lo eunali eatin hen Bae Schmelzpunkt des Mikropripa- 
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rats: 264—265°, der zweimal umkrystallisierten Analysenpriipa- 
rate: 263—265°. 

Spektrum in Ather: 

I. 649—634; I]. 598—580; IIT. 568—559; IV. 528—516: 
in Chloroform: 

I. 644—633; IT. 606—582; III. 572—562; IV. 534—521. 

Reihentolge der Intensitiit in beiden Fallen III, I, TV. I. 

Analyse: Getrocknet 2Stunden im Hochvakuum bei 70 —80° iiber P,O,. 

a) Reduktion bei 60—70°: 4.826; 4,931 mg Substanz gaben 12,635; 
12,810 mg CQO,,; 2,73; 2,70 mg H,0. 

3,069; 3,252 mg Substanz gaben 0,241; 0,254 cem N (21°, 22°, 774 min). 

3,254; 2.910 ng Substanz gaben 2,472; 2,318 mg AgJ. 

b) Reduktion bei Zimmertemperatur: 5,240; 4,549 ng Substanz 
gaben 13,480; 11,210 mg CO,; 2,85; 2,35 mg HO; 

2,872; 2,304 mg Substanz gaben 0,218; 0,171 cem N (19%, 21°, 771 mm). 

3,040; 4,065 mg Substanz gaben 2,590; 3,145 mg AgJ. 


C,5H3.N,O, Ber. C 70,67 H 6,94 N 942 20CH, 10,44 
Cut Os + 71,01 6,62 9,21 10,20 
Gef. a 71,42 6,33 9,28 10,04 

TO,86 6,13 9,22 10,53 

I») 70,16 6,09 9,00 11,26 

70,29 6.05 $,73 10,22 


3. Reduktion von Phiophytina bzw. a+ b. 
A. Reduktion bei 60—70°. 

Wird die Reduktion wie bei Nr.2 vorgenommen, so entsteht 
ein Gemisch von Farbstoffen unter offenbar volliger Abspaltung 
des Phytols. Der gréBte Teil des Produkts geht aus Ather mit 
griiner Farbe in n/100-Kalilauge. 

a) Die alkalilésliche Fraktion. Diese ist in Ather rot mit 
griinem Tingieren und zeigt ein protophiiophytiniihnliches Spek- 
trum, dessen Hauptband den Schwerpunkt bei 563.5 besitzt (Proto- 
phiiophytin in Rohlésung 566,5). In Chloroform liegt der Schwer- 
punkt bei 567,7 (Protophéiophytin 570). Dagegen besteht weit- 
gehende Gleichheit mit dem Spektrum des Methylprotophiiophorbids, 
weshalb vermutlich im wesentlichen eine freie Niiure dieses Esters 
vorliegt. Die Substanz ist sehr unbestiindig. Durch Einwirkung 
starkerer Sauren und Basen wird sie alkaliunléslich unter Bil- 
dung phylloerythrinihnlicher Kérper, vor allem beim Ubertithren 
aus alkalischer Lisung in Ather oder Chloroform. Es muB sich 
dabei um Anhydrisierung handeln, da sich die so umgewandelte 
Substanz durch Einwirkung von n/100-methylalkoholischer Kali- 
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lauge zu einer Carbonsiiure wieder aufspalten libt, die mit Proto- 
phiophorbid identisch zu sein scheint. Die urspriingliche, alkali- 
léshche Substanz krystallisiert in fast schwarzen, in Durchsicht 
olivbraunen Krystallen von Wetzsteinform und laBt sich aus Ather- 
losung mit 12°) iger Salzsiure quantitativ ausziehen. Sie wurde 
nicht der Analyse unterworfen. 

b) Die alkaliunlésliche Fraktion: Sie ist spektral mit 
Rohprotophiophytin identisch, konnte aber infolge Materialmangels 
nicht aufgearbeitet werden. 

Reduktion bei 30—40°, d. h. ohne iiubere Wirmezufuhr, 
hatte dasselbe Ergebnis. 

Wie beim Methylphaophorbid wird auch hier die b-Modi- 
likation groéBtenteils zerstért oder bleibt unveriindert. 





B. Reduktion bei 0—5°. 

| g Phiiophytin bzw. Chlorophyll a + b werden ihnlich wie 
bei 2b mit 80°) iger Ameisensiure 3 Tage bei O—5° mit 
Kisen reduziert und, wie beschrieben, in Ather iiberfiihrt. Die 
iitherische Liésung fairbt 12°/,ige Salzsiiure gerade an, was der 
Basizitiit des Rohprotophiophytins entspriche. Auf alle Fille 
ist das Reduktionsprodukt in 10°/, iger Sodalésung unléslich. Die 
iitherische Lisung wird dreimal mit je 370 ccm 18°/) iger Salz- 
siiure gereinigt und, um Verseifung zu vermeiden, sofort wieder 
in Ather iibergefiihrt. Die itherische Ausgangslésung zeigt das 
Spektrum von Phiophytin b; jedoch scheinen die resistente 
b-Modifikation wie auch die Reste von nicht reduziertem Phio- 
phytin a ihre Basizitiit geiindert zu haben, da sie sich mit 18°/,- 
iger Salzsiiure in Spuren ausziehen lassen. Das gereinigte Re- 
duktionsprodukt wird durch Abdampfen vom Ather befreit und 
aus Chloroform mit Petroliither ausgefallt. Durch vorsichtiges 
Umfiillen lassen sich die von nicht reduziertem Phaophytin her- 
riihrenden Verunreinigungen entfernen. Nach zweimaligem Um- 
fiillen ist die Substanz spektroskopisch vollig rein. 

Sie ist in Alkohol und Ather wie Phiiophytin schwer ldslich 
und zeigt in Pyridin oder Chloroform eine etwas blaustichigere 
Karbe als Rohprotophiophytin, mit dem sie spektral véllig iden- 
tisch ist. Immerhin muB die Phytolgruppe abgespalten sein, da 
die Substanz gréBtenteils alkaliléslich wird, wenn sie in iitherischer 
Lisung mit 10° iger Sodalésung unterschichtet wird und iiber 
Nacht stehen bleibt. Stehenlassen in 18°), iger Salzsiure bewirkt 
dasselbe. Es scheint also, als ob ein Kondensationsprodukt vor- 


























Ra Ella NNER Monies ox oaCU ETE 





Zur Entstehung des Chlorophylls u. seiner Beziehung zum Blutfarbstott. 123 


liegt, das durch Alkali usw. autspaltbar ist. Auch zeigt die Sub- 
stanz im Gegensatz zu phytolhaltigen Derivaten starke Neigung 
zur Krystallbildung und hat in fester Form die schwarzgriine 
Farbe des ebenfalls nur phytolfrei erhaltenen Protophiophytins. 
Wie dieses sintert sie bei 180—200° und schmuilzt nicht bis 300”. 
Die Analysenwerte ergaben keine brauchbaren Zahlen und 
und scheinen ein Substanzgemisch anzuzeigen; der C-Wert ist zu 
niedrig, wogegen Methoxyl mit Sicherheit nachgewiesen werden 
konnte. Jedoch eigneten sich die Reduktionsprodukte fiir die 
analysenreine Darstellung von Protophiiophytinderivaten. 


4. Protophytochlorintrimethylester. 
A. Darstellung aus dem Protophiiophytinrohprodukt 
von Ktirbissamenhiiuten. 

Obwohl die Triesterbildung schon in 2-—3°/ iger methyl- 
alkoholischer Salzsiiure in der Kilte wie in der Wiirme vor sich 
geht, gelang es lange nicht, die Substanz krystallisiert zu erhalten; 
auch waren die erhaltenen C-Werte zu tief. Erst die Anwendung 
konzentrierter methylalkoholischer Salzsiiure fiihrte zum Ziel. Am 
besten wird der Triester auf folgende Weise erhalten: 

50 g Kiirbissamenhiute werden mit 1!/, Liter Ather, dem etwas 
Methylalkohol zugesetzt ist, extrahiert, worauf der Ather abgedamptt 
wird. Der élige, dunkelgriine Riickstand wird mit 40 ccm 30°) iger 
methylalkoholischer Salzsiiure versetzt und tiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Nach nochmaliger Zugabe von 20 ccm 
methylalkoholischer Salzsiure wird 3 Stunden gekocht und der 
Farbstoff wie tiblich in Ather iiberfithrt, aus dem er mit etwa 
1 Liter 5°/,iger Salzsiure extrahiert wird. Der Ather enthilt 
nur braunen Farbstoff und zeigt kein Spektrum mehr. Die schin 
blauviolette Lésung wird rasch durch ein Hartfilter filtriert, worauf 
der Farbstoff sofort in chloroformhaltigen Ather zuriickgefiihrt 
werden mub, da sonst teilweise Verseifung und Anhydrisierung 
unter Bildung phylloerythrinartiger Kérper eintritt. Die Ather- 
lésung wird mit n/100-Kaliiauge durchgeschiittelt, mit Wasser ge- 
waschen und im Vakuum abgedampft. Schon beim Einengen aut 
etwa 50 ccm fillt ein groBer Teil der Substanz in leuchtend blau- 
violetten Prismen aus. Umkrystallisiert wird nach dem = beim 
Methylprotophiophorbid (2a) beschriebenen Verfahren. Aushbeute 
nach Umkrystallisieren 0,25—0,30 g. 

Die Substanz ist in Farbe, Loslichkeit. Basizitat und spek- 
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tralem Verhalten (S.101) véllig identisch mit dem aus reduziertem 
Phaiophytin erhaltenen Triester (vgl. spiiter). 

Schmelzpunkt:  Priiparat I 233°, Il 234—235°.  Misch- 
schmelzpunkte von II mit: 1. Triester aus Protophiiophorbid: 233°, 
2. mit diesem und mit dem Triester aus Methylprotophiophor- 
bid: 232°. 

Diese geringen DPepressionen diirfen auf Verunreinigungen 
zuriickgefiihrt werden, zumal bei der zweiten Mischschmelzpunkt- 
bestimmung $ Priparate vollig verschiedener Darstellung ver- 
einigt wurden und der oben be- 
schriebene Triester schwer chlor- 
frei zu erhalten ist (vgl. Analyse). 

Das fiir die Mikrophotographie 
verwandte Priparat wurde vier- 
mal umkrystallisiert (Fig. 2) und 
schmolz nicht bis 305°, sondern 
sinterte nur. Sinterung ist bei 
den hier untersuchten Koérpern 
im allgemeinen mit EKsterabspal- 
tung und Anhydrisierung ver- 
bunden, wie auch hervorzuheben 
Fig. 2. ist, daB bei der Schmelzpunkt- 
se eeigennaron iy Pagel a bestimmung grundsiitzlich rasch 

cearbeitet werden mub, da fast 
alle Substanzen nachdem Schmel- 
zen in Chloroform—Pyridin spektrale Verinderungen zeigen wie 
verschwommene Banden, Auftreten des Chlorophyllrotbands oder 
phylloerythrinartiger Spektren. 





methylalkoholischer Salzsiure. 


Analyse: Getrocknet bei 100° im Hoehvakuuin iiber P,O,. 

Priip. 1: 4,560, 5,109 mg Substanz gaben 11,550, 12,920 mg CO,: 2.51, 
2,78 mg H,O. 

3,025, 3,10L mg Substanz gaben 0,233, 0,238 cem N (26°, 25°, 757 mm). 

Priip Il: 4,432, 5,391 mg Substanz gaben 11,105, 13.695 mg CO,; 2,42, 
2.95 mg TL,O. 

3,029, 3,048 mg Substanz gaben 0,231, 0,232 ecm N (21°, 741 mm). 

3,188, 3.270 mg Substanz gaben 3,350; 3,340 mg Agd. 

3.440 mg Substanz gaben 0,022 mg Cl. 


C,.H,.N,0, Ber. C 68,96 H 6,75 N 8,94 30CH, 14,85 
eh NO, ‘a 69,33 6,92 8,75 14,53 
(ref. I 69,36 6,19 8,77 — 
69,24 6,11 8,76 
I] 69,49 5,22 8.63 13,88 Cl 0,64 


69,30 6,13 8,62 13,50 
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B. Darstellung aus Phiiophytin durch Reduktion. 
Verseifung und Veresterung. 

1 g Phiophytin wird in der Kalte nach 3 B reduziert, nach 
Umfillen in 5—10 cem Chloroform gelést und die Liésung mit 
500 com Alkohol verdiinnt. Hierauf wird 1 ccm 10°/ ige methyl- 
alkoholische Kallauge zugegeben. Nach 3stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur ist die Verseifung vollstiindig, wie sich daran 
zeigt, daB eine mit Ather und Wasser versetzte Probe den Ather 
nicht mehr anfirbt. Die alkoholische Lisung wird schwach an- 
gesiiuert und in viel Ather gegossen. Aus dem mit Wasser vom 
Alkohol befreiten Ather wird das entstandene Protophiiophorbid 
mit 1—2°/,iger sekundirer Natriumphosphatlésung ausgezogen. 
Diese wird mit Salzsiure bis aut etwa 3°/, Siure angesiiuert, 
durch Hartfilter filtriert und in kleinen Portionen unter Neutrali- 
sieren mit Soda in 2 Liter Ather gegossen. Die iitherische Lisung 
ist leuchtend rot mit gelbem Tingieren; bei dem darauffolgenden 
Auswaschen ist darauf zu achten, dab destilliertes Wasser unter 
Zusatz von einem ‘Tropfen 5°/,iger Salzsiiure pro Liter verwandt 
wird, da die freie Carbonsiiure siiurefreies destilliertes Wasser 
anfiirbt. Dies gilt fiir alle noch zu beschreibenden freien Carbon- 
sauren. 

Zur Darstellung des Triesters wird nun mit Diazomethan 
versetzt und nach melhrstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird nach 
der beim Methylprotophiiophorbid (2a) angegebenen Methode um- 
krystallisiert. Ausbeute 30—40 mg. 

Das Spektrum (S. 101) ist mit dem der freien Carbonsiiure 
und des vorigen Triesters identisch. Der Schmelizpunkt wurde 
nicht bestimmt. 

Analyse: Getrocknet 14 Stunden im Hochvakuum iiber P,O,. 

5,144, 4,746 mg Substanz gaben 13,050, 11,980 mg CO,; 2,98, 2,79 mg H,0O. 

2,395 mg Substanz gaben 0,167 ccm N (21°, 752 mim). 

1,943 mg Substanz gaben 2,000 mg AgJ. 


Jeg ttee Na Og Ber. C€ 68,96 H 6,75 N 8.94 3OCH, 14,85 


J 3¢ 


Co Hy N,O, ™ 69,33 6,92 8,75 14,53 
Gef. 69,19 6.38 $.12 13.59 
69,09 6,60 . daa 


(. Darstellung aus Methylprotophiophorbid. 
0.1 g Methylprotophiophorbid werden mit 50 ccm 30°/) iger 
methylalkoholischer Salzsiiure versetzt und iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Nach Zusatz von weiteren 10 ccm 
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der Siiure und zweistiindigem Kochen wird das Produkt durch 
Verdiinnen mit Wasser in viel Ather iiberfiihrt, zur Reinigung 
mit 3—4°/iger Salzsdure aus- 
gezogen und wieder in Ather 
zuriickgebracht. Ausbeute fast 
quantitativ. 

Die Substanz ist schwer chlor- 
frei zu erhalten und_ krystalli- 
siert sehr schlecht, vielleicht 
auch in anderer Form als die 
‘Triester anderer Herkunft(Fig. 3). 
Spuren von Verunreinigungen 
machen die Krystallisation un- 
moéglich. In allensonstigen Kigen- 
schaften stimmt der ister mit den 





Wie Fig. 2 aus Methylphaophorbid, = ; a Te . " 
unmittelbar durch Kochen mit 40° ,iger me- iibrigen vollig iiberein. Schmelz- 
thvlalkoholischer Salzsiiure., ‘ O~ | ° 
sia ilies punkt 234—235". Mischschmelz- 


punkt mit dem Ester aus Darstellung D ergibt keine Depression 
Analyse: Getrocknet im Hochvakuum bei 100°. 
4,920 mg Substanz gaben 12,430 mg CO,; 2,80 mg H,0O. 
2,985 ng Substanz gaben 0,201 cem N (21°, 759 mm). 
3,081, 3.563 mg Substanz gaben 2,880, 3,320 mg AgJ. 
8.225 mg Substanz gaben 0,030 mg Cl. 
ber. wie bei A. Gef. C 68,90 H 6,36 N 7,81 3OCH, 12,35 Cl 0,94 
- — 12,32 — 
D. Darstellung aus Methylprotophiophorbid tiber Protophiophorbid 
Die Lésung von 0,2 g Methylprotophiophorbid in 5- 10 cem 
(Chloroform wird mit 500 ccm Alkohol versetzt und zum Phio- 





we 
Fig. 4. 
Wie Fig. 2 aus Methylphdophorbid a durch Wie Fig. 4 (andere Krvstaliform. 
Reduktion, Verseifung und Veresterung. : 
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phorbid verseitt, wie bei der Darstellung des ‘T'riesters aus Phiio- 
phytin unter B angegeben. Das Phiophorbid wird in der ge- 
reinigten Atherlésung belassen und mit Diazomethan versetzt. 
Nach mehrstiindigem Stehen und Entfernen des Athers im Vakuum 
wird nach der bei der Darstellung des Methylprotophiiophorbids 
angegebenen Methode (2a) umkrystallisiert. Ausbeute 40 mg. (Die 
Veresterung erfolgt jedoch quantitativ. 

Die Krvstalle sind blauviolett und gut, otlenbar in zwei 
Formen, ausgebildet (Fig. 4 u. 5). Siimtliche Eigenschaften sind 
die der iibrigen Triester. Schmelzpunkt der Priiparate 235° 
und 233—234°. 

Analyse: Prip. I. 4,117 mg Substanz gaben 10,430 mg CO,: 
2,34 mg HO. 

2,659, 2,922 mg Substanz gaben 2,720, 3,040 mg AgJ. 

Priip. I]. 2,250, 2,390 mg Substanz gaben 2,260, 2,335 mg AgJ. 

Ber. wie bei A. Gef. IT C 69,09 H 6,36 3OCH, 13 

13, 

I] — 13 

19 


2,9% 


EK. Verseifung des Triesters aus Protophiiophytin und Riickveresterung. 


Aus dem Protophiophytin-Rohprodukt aus Kiirbissamen wird 
zuniichst nach A der ‘T'riester und aus diesem gemiifs der im 
folgenden unter 5 beschriebenen Methode reines Protophiophorbid 
hergestellt. 0,05 g¢ des Proto- 
phiiophorbids werden hierauf in 
etwas Chloroform gelést und nach 
Verdiinnen mit Ather anf 500ccm 
mit 15ccm einer 1—2"/, igen Di- 
azomethanlésung versetzt. Nach 
Stehenlassen iiber Nacht und 
Vertreiben des Athers wird der 
Riickstand mit Petrolither aus 
Chloroform ausgefallt und nach 
der unter 2a beschrievenen Me- 
thode aus Chloroform-Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Aus- Fig. 6. 
beute quantitativ. Wie Fig. 2, jedoch verseift und riickverestert. 

Der auf diesem Weg zuriickerhaltene Triester stimmt in allen 
Kigenschaften mit dem urspriinglichen iiberein. Schmelzp. 234 bis 
235° (Fig. 6). 
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Analyse: Getrocknet 14 Stunden im Hochvakuum bei Zimmertempe- 
ratur iiber P,O.. 
1,630, 5,205 ing Substanz gaben 11,790, 13,310 mg CO,; 2,63, 2,87 mg H,O. 
2,894, 2,998 mg Substanz gaben 0,217, 0,224 com N (22°, 21,59, 770 mm), 
3,450, 3,085 mg Substanz gaben 3,620, 3,210 mg AgJ. 
Ber. wie bei A. Gef. C 69,66 H 6,37 N 8,79 30OCH, 13,86 
69,71 6,17 8,78 13,75 


F. Verseifung des Triesters aus Methylprotophiiophorbid 
und Riickveresterung. 

Die wie bei KE durchgefiihrte Verseifung und Riickveresterung 
ergab mit 40°/, Ausbeute auch hier den urspriinglichen Triester 
ohne Anderung seiner Kigenschaften wieder. Schmelzpunkt der 
nicht ganz reinen Substanz 231°. 

Analyse: Getrocknet im Hoehvakuum bei 80° iiber P,O,. 

4,524 mg Substanz gaben 11,450 mg CO,; 2,51 mg H,O; 

3,101 mg Substanz gaben 0,227 cem N (21,5°, 756 mm). 

3.118 mg Substanz gaben 2,950 mg AgJ. 

Ber. wie bei A. Gef. C 69,03 H 6,17 N 8.44 30CH, 12,48 

Beilsteinprobe positiy. 


5. Darstellung des Protophiophorbids aus dem Proto- 
phytochlorin-trimethylester-Priiparat vom Protophio- 
phytin-Rohprodukt. 

0,1 ¢ des nach 4 A dargestellten Triesters werden in wenig 
Chloroform gelést und nach Verdiinnen mit 500 cem Alkohol 
durch Zusatz von 1 cem 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
bei Zimmertemperatur iiber Nacht verseift. Nach Eingieben der 
schwach angesiuerten, alkoholischen Lisung in viel Ather und 
Auswaschen des Alkohols wird der Farbstoff dem Ather mit 
1—-2° iger Lésung von sekundiirem Natriumphosphat entzogen; 
diese wird mit Salzsiure bis auf etwa 3°/, Siuregehalt angesiuert, 
durch Harttilter filtriert und in kleinen Portionen unter Ver- 
diinnen mit Wasser in Ather iiberfiihrt. Neutralisieren der Siure 
mit Carbonat ist wegen der Gefahr der Anhydrisierung, d. h. der 
Bildung phylloerythrinartiger Kérper zu vermeiden. (Interessanter- 
weise kann das aus Phaiophytin erhaltene Protophiophorbid durch 
Neutralisierung mit Carbonat in Ather iibertiihrt werden.) Nach 
Auswaschen des Athers und dessen Vertreibung im Vakuum wird 
der Farbstoff aus Chloroform mit Petrolither ausgefillt. Infolge 
ihrer starken Neigung zur Anhydrisierung kann die Substanz 
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nicht umkrystallisiert, sondern nur rasch umgetillt werden. Aus- 
beute 30 mg. 

Im Spektrum stimmt sie mit dem Triester véllig tiberein und 
auch mit der nicht isolierbaren, ebenso als Protophiophorbid ani- 
zusprechenden Substanz aus Methylprotophiophorbid bzw. Roh- 
protophiophytin, mit denen sie auch die sonstigen greifbaren 
Eigenschaften gemeinsam hat (vgl. S. 102). Die Substanz sintert 
bei 200° und schmilzt micht bei 300° (Anhydrisierung), 

Zur Analyse kamen zwei Priiparate, deren Ausgangsmaterial, 
der Triester, I. in der Siedehitze, I]. bei Zimmertemperatur aus 
Roh-Protophiophytin mittels methylalkoholischer Nalzsiure her- 
sestellt war. 

Analyse: Getrocknet im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
24 Stunden. 

Priip. J. 4,789, 4,621 mg Substanz gaben 12,000, 11,510 mg CO,; 
2,63, 2,54 mg H,O; 

3,066, 2,952 mg Substanz gaben 0,235, 0,225 eem N (23°, 22°; 750 mim), 

3,000 mg Substanz gaben 1,435 mg Ag.. 

Priip. II. 5,318, 4,798 ing Substanz gaben 13,220, 11,920 mg CO, ; 2,93, 
2,63 mg H,O. 

2.806, 2,693 mg Substanz gaben 0,221, 0,216 cem N (22°, 24°; 750 mm). 

3,090 mg Substanz gaben 1,285 mg AgJ. 

C, Hee NO, Ber. C 68,19 H 6,40 N 9,36 LOCH, 5,18 


CC. ati 68,59 6.58 9.15 5.06 
Gef. I 68,29 6,14 8,73 6,31 

67,93 6.15 8.70 con 
II 67,81 6,16 8.99 52S 

67,89 6,14 9,10 nes 


III. Phylloerythrinreihe. 


A. Reihe mit normalem Kohlenstoffgehalt. 
1. Darstellung des Phylloerythrins aus Rindergalle. 

a) mit Krystallchloroform. An der Darstellung ist gegen- 
iiber den in der I. Mitteilung gemachten Angaben nichts geindert 
worden (Fig. 7). H. Fischer?) erkennt die Uberlegenheit des 
Verfahrens gegeniiber der von LObisch und Fischler gegebenen 
Vorschrift an, beanstandet jedoch, dab nach Kntfernung des Chloro- 
form-Pyridingemischs im Vakuum beim Aufnehmen des Gallen- 
riickstands in Alkohol ein groBer Teil des Phylloerythrins von 
diesem nicht mehr aufgenommen wird, sondern beim Filtrieren 


') Fischer u. Biiumler, Liebigs Ann. 474, 112 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CNCIIL, 4 
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der heiben Lésung in bereits sehr reinem Zustand als Riickstand 
erhalten wird. Demgegeniiber ist zu bemerken, daB diese Er- 
scheinung bei der Verarbeitung 
von im ganzen etwa 900 Liter 
Rindergalle hier nicht beobachtet 
wurde, wofern die Hrwirmung 
vom Eindicken des Vakuumriick- 
stands bis nach der Filtration 
nicht unterbrochen wird. Erst 
nach einer Stunde scheidet sich 
im Filtrat ein betriichtlicher Teil 
des Farbstoffs in violettgliinzen- 
den Tiifelchen ab. Zu _ seiner 
weiteren Bemerkung, dab ein 
ssaaaaeks rh ce vouilicbestinens: Umkrystallisieren des aus Alko- 

as hol abgeschiedenen Materials aus 
Chloroform wegen Unléslichkeit des Farbstotts in diesem Lésungs- 
mittel nicht moglich ist, ist zu sagen, daB H. Fischer spiiterhin’), 
ohne aut diese Kritik zuriickzukommen, in Anlehnung an die 
inzwischen erschienene Mitteilung von Marchlewski Phylloery- 
thrin aus Chloroform umkrystallisiert. 


Analyse: Getrocknet 2 Tage im Hochyvakuum iiber Schwefelsiure. 





4,140, 4,253 mg Substanz gaben 10,14, 10,41 mg CO,; 2,11, 2,13 mg H,O: 
6433 me Substanz gaben 0,500 eem N (23°, 728 mm). Aschenfrei und 
methoxylfrei. 
((',,.H,.N,O,.CHCI, Ber. C 66,12 H 5,38 N 9,21 C1 8,74 


(C,,H,,N,0,),CHCI, 66,56 5,59 = 9,00 8,55 
(C,H, N,0,),.CHCI, 68,14 5,21 9,49 ~~ 9,01 

(Cy,H,,N,0,),.CHCI, 68,54 5,42 9,27 8,80 

(C,,H,,N,0,'),CHCI, 67,70 5.81 940 957(Marchlewski, 


a. a. QO), 


Gef. 66,80 5,70 _ 
66,75 5.60 &.62 
67,15 5.71 8,82 8.87 (Marchlewski) 
67,23 5.83 9,36 8,78 ) H. Fischer, Ann. 
67,21 5,81 9,51 8,90 J 480, 280 (1930)! 


b) ohne Krystallchloroform. Der Farbstoff wurde zur 
Analyse entweder aus Pyridin umkrystallisiert oder die aus Chloro- 
form erhaltene Krystallisation drei- bis viermal aus Pyridin mit 


Petrolither umgefallt. Die Substanz muBte nach den Angaben 


1) Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 480, 197 (204 (1930). 
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von Dr. Schoéller-Berlin heftig gegliiht werden, weshalb die C- 
Werte in Parallelbestimmungen relatiy weit auseinanderliegen. 
Die Substanz schmilzt nicht 
bis 805° (Fig. 8). 

Analyse: Getrocknet im 
Hochvakuum bei 100° iiber P,O.. 

Priip. I. 5,051, 4,898 mg Sub- 
stanz gaben 13,470, 13,100 mg CQ,; 
2,87, 2,84 ng H,O. 

3,350, 2,973 mg Substanz gaben 
0,303, 0,265 cem N (27°, 754 mm; 
25°, 757 mm). 


Priip. II. 4,963, 4,987mg Sub- 
stanz gaben 13,280, 13,405 mg CO, : oe. 
2,84, 2,88 mg H,0O. 





9 
3,058, 3,110mg Substanz gaben Fig. 8. 
0,249, 0,253 cem N (20°, 22°; 756 mm). Phylloerythrin§ krystallisiert aus Pyridin— 
Chlor- und methoxylfrei. iit 
C. HNO. Ber. © 72,22 H 5,88 N 10,22 
Cua D: 72,55 6,09 9,96 
C5349, N,Oz 74,68 5,70 10,57 
CF NO, 74,96 5,92 10,29 
Gef. I 72,89 6,37 10,23 
73,34 6,53 10,18 
I] 73,00 6.40 9,43 
73,49 6,48 9,36 
73,52 6,49 10.45 (Marchlewski, a.a.0O.) 
73,66 6,48 10.71) (H. Fischer, Liebigs 
73,21 6,41 10,72 [ Ann. 480, 232 (1930)! 


2. Darstellung der Phylloerythrinearbonsiiure. 

Diese erfolgte nach den in der I. Mitteilung gemachten An- 
gaben, d. h. durch vorsichtigste alkalische Aufspaltung. Die Aus- 
beute konnte bis auf 15°/, gesteigert werden. Die Eigenschaften 
der Carbonsiiure sind ebenfalls schon bescbhrieben. Infolge ihrer 
Sauerstoffempfindlichkeit und Neigung zur Anhydrisierung libt 
sie sich wie die entsprechende Carbonsiure des Protophiophytins 
nicht umkrystallisieren. Schmelzpunkt besitzt sie bis 500° keinen 
(Anhydrisierung). Wegen ihrer hygroskopischen Eigenschatft ist 
der hohe H-Wert und der viel zu tiefe N-Wert, der mit einem 
Porphyrinderivat nicht in Einklang zu bringen ist, erklirlich. 

Analyse: Priip. I getrocknet im Hochvakuum iiber Schwefelsiure bei 
Zimmertemperatur. 

Prip. II getrocknet im Hochvakuum iiber P,O, bei Zimmertemperatur. 


Qy* 








132 Kurt Noack und Wilhelm KieBling, 


Oe: Pe Ber. C 69.93 H 6.05 N 9.89 


C,,H5.N,0; 70,30 6,25 9.65 
Gef. I TO.38 (8.33) (5,02) 

II TO3B6 (7,85) (6,39) 

70,49 (7.69) (6,46) 


3. Darstellung des Phylloerythrin-trimethylesters. 

0,6 ¢ Phylloerythrin werden zur freien Carbonsiiure auf- 
gespalten, worauf diese unmittelbar in iitherischer Rohlésung iiber 
Nacht mit Diazomethan behandelt wird. Die Atherlésung wird 
mit 4°/,iger Salzsfure ausgezogen, die blauviolette saure Lisung 
filtriert und der Farbstoff sofort in chloroformhaltigen Ather 
iitberfiihrt, um Verseifung und anschlieBende Anhydrisierung unter 
Bildung  phylloerythrinartiger 
KGrper zu vermeiden. Die 
iirystallisation erfolgte beim 
Kinengen der Atherlésung: zur 
Analyse werden die Krystalle 
~ b~ mit Petrolither aus Chloroform 

; umgefillt. Ausbeute 8O mg 
(Fig. 9). Farbe und Spektrum 
entsprechen vollig der freien ' 
Siiure; dagegen ist die Léslich- 
keit in Ather und Chloroform 
grober. Schmelzpunkt der ana- 





Fig. 9 lysierten, umgefillten Substanz 
Normaler Phylloerythrin-trimethylester aus 930 — voc’, des krystallisierten 


Vhylloerythrin durch Verseifuny und Ver- 


Mikropriparats 230° Misch- 
schmelzpunkte mit Protophyto- 
chlorin-trimethylester verschiedener Herkunft legen bei 224°. 


esterung, 


Analyse: Getrocknet im Hochyakuum bei Zimmertemperatur iiber P,O,. 
1.654 mg Substanz gaben 11,690 mg CQO,; 2,57 mg H,O; 

3.199 me Substanz gaben 0,244 cem N (21,5°, 770 mm). 

3,275, 3,445 mg Substanz gaben 3,310, 3,500 mg AgJ. 


OF POR EP Ber. C 68,97 H 6,75 N 8,94 30CH, 14,58 
estes ie 69,33 6,92 8,49 14,538 
(ref, G85 1 6,18 S97 13,36, 13,39 


b. Reihe mit Verlust eines (-Atoms. 


1. Phylloerythrinmonomethylester mit 5 Sauerstofatomen. 


0.3 ¢ Phylloerythrin werden mit 40 ccm 50° jiger methivl- : 
alkoholischer Salzsiiure 5 Stunden gekocht und durch Neutrali- 
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sation mit Soda in viel chloroformhaltigen Ather iibergefiihrt. Die 
Atherlésung wird ausgewaschen, bis sie vollkommen neutral reagiert, 
mit 25 cem 1—2"/ iger Diazomethanlisung versetzt und iiber Nacht 
stehen gelassen. Nach Abdamp- 
fen des Lisungsmittels wird aus 
Chlorotorm—Methylalkohol um- 
krystallisiert. Ausbeute quanti- 
tativ. 
DieSubstanzstimmtinFarbe — * 
und Spektrum mit Phylloerythrin 
vollig iiberein, ist jedoch in allen 
Lésungsmitteln weit loslicher als 
dieses und krystallisiert in Pris- 
men (Fig. 10). Schmelzpunkt der 
analysierten Substanz 263 —265°. 
Priparat der Mikroaufnahme 263 
bis 264° nach der ersten und cies agian memalaabdiinhie 
250—251° nach der zweiten Salzsiiure (Verlust eines C-Atoms.. 
Krystallisation. (H. Fischer 
sibt 263°!) und fiir ein zweites Priparat*) 268° an.) 





Phylloerythrin-monomethylester aus Phyllo- 


Analyse: Getrocknet im Hochvakuum iiber P,O,. 

4,969, 4.983 mg Substanz gaben 13,470, 13,545 mg CO, ; 2,88, 2.98mg H,O; 
3,044, 3,168 mg Substanz gaben 0,271, 0,281 com N (19°, 743 mim). 
3,577, 3,550 mg Substanz gaben 1,620, 1.605 mg AgJ. 

3,324 mg Substanz gaben 0,028 mg Cl. 


Ces bng Hats Ber. C 73,84 H 6,76 N 10,45 1OCH, 5,78 
gla 74,13 6,95 10,18 5,63 
Gef. 73,92 6,49 10,17 4.53 Cl O84 
74,11 6,69 10,14 151 — 


Ktwas niedrigere C-Werte und teilweise Diesterbildung waren 
hei folgenden Darstellungsweisen zu beobachten: 

Veresterung mit 30°/ iger Salzsiiure ohne Nachbehandlung 
mit Diazomethan (Schmelzp, 256°): 

Gef. C 73,64 H 6.75 N 9,42 10CH., 5,63, 5.77 Cl 0,25 

Dreitiigiges Kochen mit 5°) iger methylalkoholischer Salz- 

siiure (Schmelzp. 260—261°): 
Gef. C 73,75 H 6,41 N 10,09) LOCI, 5,84, 6,12 
(Beilsteinprobe positis 


. Fiseher u. Biumler, Liebigs Ann. 474, 112 (1929). 
*) Fischer u. Biiumler, Liebigs Ann. 480, 233 (1980). 
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Kurzes Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer Salzsiure 
(Schmelzp. 258—260°): 


Gsef. I C 73,88 H 6,62 N 10,28 1 2 OCH, 7.18 
73,93 6,54 10,27 7.02 

I] 73,70 6,57 10,30 
73,69 6,61 10,25 — 


Dreitiigige Kinwirkung von 5°/, iger methylalkoholischer Salz- 
siiure be1 Zimmertemperatur (Schmelzp. 264—-266): 
Gef. C 74,09 H 6,55 N 10,53 1—2O0OCH, 8,36 


74,47 6,69 10,39 7,85 


2. Carbonsiiure 
mit ciner Estergruppe und zwei freien Carboxylgruppen. 

Zur Verseifung des obigen Monoesters erwies sich die beim 
Methylprotophiophorbid usw. angewandte Methode unbrauchbar. 
Am besten wird folgendermaBen verfalren: 

0,1 g des Monoesters werden in 10 ccm Pyridin gelést, nach 
Verdiinnen mit Amylalkohol auf 250 ccm mit 2,5 ccm = einer 
10°/ igen methylalkoholischen Kallauge versetzt und S Stunden 
im Thermostaten bei 25° geschiittelt, wonach das Kaliumsalz aus- 
vefallen ist. Da dieses sehr schwer vom Amylalkohol abzutrennen 
ist, wird der Amylalkohol mit der gleichen Menge Petroliither 
verdiinnt und die Substanz mit destilliertem Wasser ausgezogen. 
Nach Ansiiuern mit Salzsiure auf etwa 3—-4°/) wird nach der 
bei der Protophiiophorbid-Darstellung angegebenen Weise verfahren. 
Ausbeute 20—30"/. 

Karbe und Spektrum stimmen mit der normalen Phyllo- 
erythrincarbonsiiure iiberein, jedoch ist die Substanz in allen 
Losungsmitteln viel leichter léslich als diese. In ihrer Kmpfind- 
lichkeit gegen Luftsauerstoff und Alkali (Auftreten des Chlorophyll- 
rotbands) und der Neigung zum Anhydrisieren gleicht sie den 
iibrigen freien Carbonsiiuren aus Protochlorophyll und Phyllo- 
erythrin. Die Substanz bliht sich auf bei 250—270° nach vor- 
herigem Sintern und schmilzt nicht bis 800° (Anhydrisierung). 
Sie ist stark basisch; die Atherlésung fiirbt /,°/,ige Salzsiure 





stark an. 

Analyse: Getrocknet im Hochvakuum 24 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur iiber PLO,. 

Prip. 1. 4,929, 5,088 mg Substanz gaben 12,155, 12,5280 mg CO,; 2,80, 
2 9 me HO. 


2.857, 3.050 mg Substanz gaben 0,221, 0.235 cei N (23°, 745 mm). 


2.975 mg Substanz gaben 1.195 mg AgJ. 
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rip. II. 4,872, 4,532 mg Substanz gaben 12,110, 11,290 mg CO,; 


te 
* 
-1 
-1 
. 


P 
2,598 ing HO, 
4 

z 


964, 3056 mg Sabstanz gaben 0,230, 0,235 cem N (28°, 22°, 745 mm). 
115 mg Substanz gaben 1,095 mg AgJ. 
133 HagN Oe Ber. C 67,54 H 6,53 N 9,55 10CH, 5,2 
C.,H,,N,O, 68,00 6,71 9,33 5.16 
Gef. I 67,68 6,40 8,74 5.81 
67,66 6,47 S71 
I] 68,14 6,40 R83 82 
68,14 6,39 8.79 














3. Veresterung der Diecarbonsiiure zum Trimethylester. 

Die obige Carbonsiure laBt sich nach der beim Protophiio- 
phorbid 8.125 angegebenen Methode mit Diazomethan verestern und 
nach der beim Methylprotophiio- 
phorbid beschriebenen Weise 
aus Chloroform—Methylalkohol 
umkrystallisieren. Der Ester 
krystallisiert in Tafelchen mit 
abgerundeten Kanten (Fig 11). 
In Spektrum, Farbe und Léslich- 
keit stimmt er mit der freien 
Siiture tiberein, hat jedoch ge- 
ringere Basizitiit; erst 2°), ige 
Salzsiiure wird stark angefiirbt. 
Schmelzpunktdeskrystallisierten 
Analysenpriiparats und des Pri- 
parats zur Mikroaufnahme 210 
bis 212° (Aufblihen bei 205°). 

Analyse: Priip. I durch Unmfiillen gereinigt. 
vakuum bei 80° iiber P,O.. 

4,800, 4,518 mg Substanz gaben 11,850, 11,170 mg CO, : 

2,828 mg Substanz gaben 0,206 cem N (21,5°, 756 inm). 

3,394 mg Substanz gaben 3,490 mg AgJ. 

Prip. If umkrystallisiert (sch6ne Krystalle); getrocknet im Hochvakuum 
bei 100° itiber P,O,. 

4,574 mg Substanz gaben 11,555 mg CO,: 2,75 mg H,O. 

Prip. II] dureh Umfillen gereinigt; getrocknet im Hochvakuuin 14 Stdn. 





Fig. 11. 
Phvlloerythrin-trimethylester aus Phylloery- 


Kochen mit methylalkoholische: 
(Verlust eines C-Atoms.. 


nach 


Salzsiiure 


thrin 


Getrocknet im = Hoch- 


2 80, 2. 


TO meg Hi, ), 


bei Zimmertemperatur: 
3,000, 2,865 mg Substanz gaben 3,000, 2,910 ing 


Ag J. 


Ca Hattie Ber. C 68,36 H 6,89 N 9,12. 30CH, 15,15 
Cy,.H,,N,O5 68,75 7,05 8.9] 14,81 
Gef. I 67,43 6.53 S40 13.57 
67.41 6.69 ; 
I] 6S 89 6,72 


I] — — — 13,21, 
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4. Dimethylester mit zwei Carboxylgruppen 
(4 Sauerstoffatome). 

In einem Fall wurde aus Phylloerythrin nach Kochen mit 
3° \iger methylalkoholischer Salzsiiure, folgendem Verseifen und 
Behandeln mit Diazomethan ein Diester erhalten, der in Farbe 
und Spektrum mit dem obigen Triester iibereinstimmte, jedoch, 
vor allem in Chloroform, leichter léslich war. Schmelzpunkt nicht 
bestimmt. 

Analyse: Getrocknet im Hochvakuum bei 100° ttber P,O.. 

3,210, 3,306 mg Substanz gaben 2,930, 2,900 mg AgJ. 

Ciao 0, Ber. 20OCH, 10,91 Gef. 9,138 
U,,H,.N,0, . 10,65 ~. Bai 
IV. Phylloerythrinahnliche Korper aus der Protophaophytin-Reihe 
und aus Phylloerythrin. 


1. Monomethylester aus einem Reduktionsprodukt 
des Methylphiophorbids a. 

Bei einer Reduktion des Methylphiiophorbids a bei Zimmer- 
temperatur im Wasserbad nach 8. 120 blieb das Reduktionsprodukt 
im Gemisch von Ameisensiiure und Eisen mehrere Tage stehen 
und konnte aus der gereinigten Atherlésung mit 10°/,iger Soda- 
lésung ausgezogen werden, die sich griin anfirbte. Nach Uber- 
fiihren in Chloroform durch Neutralisieren mit Salzsiiure war die 
Substanz alkaliunléslich geworden unter Bildung eines  phyllo- 
erythriniihnlichen Koérpers, der zweimal aus Chloroform mit Petrol- 
‘ither umgefallt wurde. Er gleicht in seiner Loéslichkeit mehr 
dem Phylloerythrin als dem Protophiiophorbid und zeigt gelést 
in Durchsicht rote Farbe mit blaugriinem Tingieren und zwar 
noch stiirker als Phylloerythrin. Das Spektrum ist im Vergleich 
zu dem des Methylprotophiiophorbids um 1—2 wu nach Rot ver- 
schoben. Schmelzpunkt der umgefillten Substanz 296—298°. 

Spektrum in Chloroform-Pyridin: 

I. 644-637; IL. 604—583; JID. 574—564; IV. 534—521. 

Reihenfolge der Intensitit: III, II, IV, 1. 

Analyse: Getrocknet 2 Stunden im Hochvakuum bei 70—80° iiber P,O.. 

4.721 mg Substanz gaben 12,115 mg CO,; 2,45 mg H,O; 

2.944 ing Substanz gaben 0,234 com N (28°, 766 mm). 

r Substanz gaben 1,395 mg AgJ. 


3.030 my 


Ciena: Ber. C 70,30 TH 6,25 N 9,65 1OCH, 5,34 
| Pe ™ 70,67 6,44 9,42 51 


Gief. 69,99 5.81 Q V9 6.07 
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2, Monomethylester entstanden aus Protophiophorhid. 


Bei einer Darstellung des Protophiiophorbids aus Methyl- 
protophiophorbid entstand beim Uberfithren des Verseitungs- 
produkts aus salzsaurer Lésung in Ather durch Sodaneutralisation 
und damit verbundene Anhydrisierung ein alkaliunléslicher Mono- 
ester, der also phylloerythrinihnlich war, jedoch spektral dem 
Ausgangsmaterial glich. In Farbe und Léshchkeit stimmte er 
mit dem vorigen Ester tiberein, jedoch ist der Schwerpunkt des 
Hauptbands um 1.5 wu nach Violett verschoben. Schmelzpunkt 
der zweimal umgefiillten Substanz 272—-274° Aus Pyridin-Ather 
krystallisiert er so gut wie Phylloerythrin in iihnlichen blauvioletten 
Tiafelchen. 

Spektrum in Chloroform—Pyridin: 

I. 644—637; II. 601—582; ITD. 571—564; TV. 5381—520. 

Reihenfolge der Intensitiit: III, Il, TV, 1. 

Analyse: Getrocknet bei 100° im Hochvakuum iiber P,O,. 


4,591, 4,960 me Substanz gaben 11,610, 12,560 mg CO,; 2,50, 2,69mg H,O. 
3,079, 3,209 mg Substanz gaben 0,249, 0,260 com N (25,5°, ToT mm). 
Ber. wie bei 1. Gef. C 70,19 He 6,20 N 9,22 
69,51 6.09 9,24 
3. Phylloerythrinihnlicher Kérper 
entstanden aus normaler Phylloerythrincarbonsiiure. 
Bei einer Darstellung des normalen Phylloerythrinesters aus 
der freien Carbonsiure mittelst Diazomethan entstand beim Iei- 
nigen mit 4°/,iger Salzsiure als Nebenprodukt eine treie Siiure 
mit dem Spektrum der normalen Carbonsiiure; sie wurde jedoch 
nach Uberfiihren in Ather alkaliunlislich und war spektral mit 
Phylloerythrin véllig identisch (Hauptband in Chloroform-Pyridin 
970—557). In Losung war sie etwas griinstichiger als Phyllo- 
erythrin. Schmelzpunkt nicht bestimmt. 
Die Substanz reichte zur quantitativen Methoxylbestimmung 
nicht aus, jedoch konnte OCH, qualitativ nachgewiesen werden. 


Ber. wie bei 1. Gef. C 69,96 H 638 N 8,91 








Zur Kenntnis des Hamins, Hamatins und Protoporphyrins.’) 


Von 


H. Fiseher. A. Treibs und K. Zeile. 


Mit 5:3 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


Der Redaktion zugegangen am ‘', Oktober 1950.) 


Vor kurzem haben wir iiber die Synthese des Himins 
berichtet.”) Der Weg war: Deuterohiimin > Diacetvldeutero- 
hiimin > Diacetyldeuteroporphyrin — >» Himatoporphyrin —— > 
Protoporphyrin. Wenn auch das als Zwischenprodukt entstehende 
Hiimatoporphyrin als Chlorhydrat durch die krystallographische 
Untersuchung von Herrn Professor Dr. Steinmetz als_ voll- 
kommen identisch mit Hiimatoporphyrin erkannt war, so schien 
es uns trotzdem erwiinscht, die Identitit durch die Gewinnung 
eines krystallisierten Derivates mit Schmelzpunkt zu erhiirten und 
zu diesem Zweck fihrten wir synthetisches Himatoporphyrin 
(iiber Verbesserungen der Darstellung des Diacetyldeuteroporphyrins 
vel. experimentellen Teil) mit Hilfe von Kisessig—Bromwasserstoff 
in die Bromverbindung iiber, die nach der Kiisterschen Vor- 
schrift dann weiter in Tetramethylhiimatoporpbyrin *) tibergefihrt 
wurde. Das Tetramethylhiimatoporpbyrin wurde durch Schmelz- 
und Mischschmelzpunkt mit analytischem Material, ebenso durch 
die krystallographische Untersuchung von Herrn Professor Stein- 
metz, dem wir auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen, identifiziert. Wir oxydierten das synthetische 
Tetramethylbimatoporphyrin in der friither beschriebenen Weise 
mit Hilfe von Chromsiiure und erhielten ein krystallisiertes 
Imid, das véllig identisch mit dem aus analytisch gewonnenen 


') XXXV. Mitteilung iiber Porphyrinsynthesen. MNXAXIV. Mitteilung 


vel. Liebigs Ann. #83, 1 (1930). 
H. Fischer u. K, Zeile, Liebigs Ann. 468, 98 (1929). 


3) Diese Z. 86, 51 (1923). 
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Tetramethylhiimatoporphyrin war. So ist die vollkommene Iden- 
titiit des synthetischen und analytischen Himatoporphyrins be- 
wiesen und gleichzeitig die Konstitution des aus Tetramethyl- 
himatoporphyrin bei der Oxydation entstehenden Imids im Sinne 
folgender Formel, nimlich als @-Methoxiithyleitraconimid, ein- 
deutig bewiesen. 
H,C-C C-CH—CH, 
O=C.__/C=0 
N 
H 

Weiterbin hatten wir bei der Eiseneinfithrung in’ Proto- 
porphyrin teils .,Doppelbesen“, teils mit Himin genau iiber- 
einstimmende Krystallisationen erzielt!) und bemerkt, dab die 
Beziehungen der einzelnen Krystallformen noch einer eingehenden 
Bearbeitung unterzogen werden sollen. Zu diesem Zweck stellten 
wir zunichst die bereits bekannten Bromhimine und Jodhiimine 
aus Rinderblut und aus Chlorhimin dar, die dann mit ent- 
sprechendem synthetischem Material aus Protoporphyrin  ver- 
slichen werden sollten. Die Brom- und Jodhiimine aus Blut 
wurden nach Entfernung der Chlorionen aus Rinderblut in iiblicher 
Weise mit Hilfe von Eisessig—Bromnatrium bzw. —Jodnatrium 
gewonnen. Die Gewinnung des Bromhiimins aus Protoporphyrin 
wurde mit Hilfe von Kisenhydroxyd in Kisessig vollzogen unter 
Zusatz von Bromnatrium, fir Jodhimin wurde der Umweg iiber 
Chlorhimin gewahlt. Bei der Analyse des Bromhiimins aus 
Protoporphyrin ergab sich im Stickstoff ein unerfreuliches Defizit, 
das mit den Eigenschaften des Bromkérpers zusammenhiingen 
muB. Dieses Defizit wurde :uch bei einem aus Blut dargestellten 
Bromhimin konstatiert, wiihrend die Analysenzahlen der iibrigen Ele- 
mente mit der Theorie befriedigend iibereinstimmten. Bei den .Jod- 
hiiminen waren die Analysen weniger befriedigend, jedoch lassen die 
sefundenen Zahlen an der Zusammensetzung keinen Zweifel; hier 
mégen auch die Differenzen durch die schwierige Umkrystalli- 
sation bedingt sein. Nach der krystallographischen Untersuchung 
von Herrn Professor Dr. Steinmetz mubte zwischen den ein- 
zelnen Priiparaten vom krystallographischen Standpunkt aus 
Identitiit als wahrscheinlich angenommen werden. 

Wie schon erwithnt, wurde bei der Gewinnung aus Chlor- 
hiimin die Hiimatinstufe durchschritten und so wieder auf neuem 
Wege die schon friiher festgestellte Riickverwandlungsmoglichkeit 


') Liebigs Ann. 468, 103 (1929). 
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des Himatins in Himin erhiirtet; in der Tat laBt sich auch gut 
krystallisiertes Schalfejeff-Himin nach Lisen in Natronlauge und 
Wiederfiillen mit kochsalzhaltigem Eisessig wieder in einwand- 
freien Krystallen regenerieren. So erschien es nicht aussichtslos, 
auch Hiimatin selbst in reinem Zustand zu isolieren. 

Durch Eintragen der amorphen trockenen Himatinfillung 
in Pyridin wurde Krystallisation erzielt, die durch Zusatz von 
Petroliither vermehrt wird. Hiimatin  krystallisiert mit 2 Mol 
Pyridin, das beim Trocknen im Vakuum bei 40° entweicht. Die 
Halogentreiheit des Priiparates wurde durch Cariusbestimmung 
(negativ) erhirtet. Hiimatin laiBt sich mit Eisessig—Kochsalz in 
Hiimin zuriickverwandeln. 

Kriiher hatten wir bereits auf die verschiedenen Krystail- 
formen des Hiimins hingewiesen. Die Fortsetzung der Arbeit 
wurde aus iiuBeren Griinden hinausgezégert. 

Vor kurzem nun erschien eine Mitteilung von A. Richter?, 
in der unsere Resultate beim Hiimin bestiitigt und die Gewinnung 
einer Reihe von analytischen Hiiminen — als @- und -Form 
bzw. (7, @,-, @g-, @y- und £,-, 2,-Formen angefihrt — _ be- 
schrieben wurde. Auch Protoporphyrin, bei dem wir schon friiher 
verschiedene Krystallformen, insbesondere beim Protoester, fest- 
gestellt hatten, wurde in e@- und #-Modifikationen beobachtet. 
Richter nimmt fiir die verschiedenen Modifikationen der Proto- 
porphyrine und Hiimine verschiedene Formulierungsmoéglichkeiten 
an (S. 41) und hilt scheinbar auch Konstitutionsverschiedenheiten 
zwischen den einzelnen Formen des Protoporphyrins und Oopor- 
phyrins fiir moéglich. Aus all diesen Griinden erschien es not- 
wendig, sowohl Protoporphyrin wie Himin verschiedener Dar- 
stellungsart miteinander und mit synthetischem Material in bezug 
auf die Krystallform zu vergleichen. Protoporphyrin enthalt zwei 
Vinylgruppen und demgemiB ist bei diesem Koérper von vorn- 
herein Unstabilitat zu erwarten. In der Tat verderben Proto- 
porphyrinpriiparate sehr leicht, selbst beim Ester ist noch diese 
Unstabilitit zu konstatieren und driickt sich hier besonders aut- 
fallend durch Anderungen im Schmelzpunkt aus, wobei insbesondere 
beim langsamen Erhitzen gelegentlich iiberhaupt kein Schmelzen 
statttindet. Die Krystallisationsfiihigkeit des freien Protoporphyrins 
ist verschieden; oft sind die Krystalle schlecht ausgebildet und 
solehe Krystalle lassen sich sehr schwer reinigen. Die Labulitit 
des Protoporphyrins ist offenbar die Ursache fiir dieses Verhalten. 


1) Diese Z. 190. 21 (1930). 
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Kin Vergleich des Protoporphyrins verschiedener Herkuntt 
zeigt deutlich das gleiche Verhalten simtlicher Priparate. Zur 
Verwendung kamen: 

1. Protoporphyrin nach H. Fischer und Piitzer'), ein reines 
Priiparat. 

2. Protoporphyrin nach Hamsik-Papendieck?) aus Oxy- 
hiimin mit Hydrazin—Eisessig. Nach der Autarbeitung  iiber 
Ather—Salzsiure wird das Porphyrin noch nicht rein erhalten, 
es ist erst nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Pyridin—Eis- 
essig und Pyridin rein. 

3. Protoporphyrin mit Hilfe von Ferrosulfat—Salzsiiure aus 
Hiimin erhalten, rein nach zweimaligem Umkrystallisieren (Ver- 
Ofientlichung erfolgt demniichst). 

4, Protoporphyrin nach der Hiimochromogen—Salzsiuremethode 
von H. Fischer und Joseph.’) Das Priiparat muBte iiber Ather 
Salzsiiure gereinigt und mehrfach umkrystallisiert werden. 

5. Ooporpbyrin aus Kiebitzeierschalen. Ein rohes Ester- 
priparat von H. Fischer und Lindner‘) wurde griindlich ge- 
reinigt iiber Ather—Salzsiiure. (Die Reinigung iiber Ather—Salz- 
siiure ist bei allen sehr unreinen Protoporphyrinpriiparaten an- 
gebracht, auch Estern; es wird hier keine Fraktionierung nach 
Willstatter und Mieg bezweckt, da von wenig Mesoporphyrin 
abgesehen, andere Porphyrine nicht vorhanden sind, die Reini- 
sung beruht hier ausschlieBlich auf der Abtrennung von in Ather 
und in Salzsiiure unlédslichem verdorbenem Material. Das Ver- 
fahren ist auch eine Reinheitskontrolle). Der Ester wurde dann 
aus Chloroform—Methylalkohol dreimal umkrystallisiert, verseift 
und dann mehrfach aus Pyridin—Kisessig krystallisiert 

6. Synthetisches Protoporphyrin, gereinigt wie S. 155_ be- 
schrieben. 

Unreine Protoporphyrinpriiparate enthalten oft in) Pyridin 
schwer lésliche Verunreinigungen, was bei anderen Porphyrinen 
kaum vorkommt und besonders beachtet werden imubf), 

Alle gefundenen krystallformen lassen sich in der bei Fig. | 
skizzierten Weise von Form A_ ableiten durch folgende Ab- 
iinderungen: 

I. Ausbildung nach der Kante a, 
by, 


II. ” ” ” ” 





') Diese Z. 154, 53 (1926). 2) Diese Z. 187, 229 (1930) 
') Diese Z. 154, 48 (1926). 'y Diese Z. 142, 141 (1925). 
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Anmerkung. 
strichelten Linien geben die Ausloschungsrichtungen a 
oft wahrnehmbaren, der b-Kante parallelen Streifungen 


H. Fischer, A. 


Iy* 
7 
a 
/ f 
A 
W 
\ 
\ 
Jire 
B 
37 * 
) 
| 
| 
| 
4 
\ / 
/ 
/ 
/ 
“1 . 
Ir 
\ ‘ 


D 


Treibs und kK. Zeile, 


II. Variabilitiit des Winkels zwischen b und ¢, 
IV. Nichtauftreten der Kante a oder ¢, 
\Y. Korrosionserscheinungen. 


D, 


Fig. 1. 


Man erhilt danach einmal Krystalle mit schriger Ausléschung, 
das andere Mal mit paralleler, die auf den ersten Blick ganz 
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Alle Krvystaliformen sind in gleicher Orientierung gezeichnet, die ge- 
in, die Linien in A und B deuten die 


an, 
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verschieden zu sein scheinen. MHiiutiger als die rechtwinkligen 
FKormen A und B= sind die Formen © und DD. Der Winkel 
zwischen b und ¢ ist dabei nicht konstant 70°, diese Zahl ist 
nur ein Mittelwert, der allerdings oft vorliegt, er schwankt 
zwischen 53 und 90° Dagegen ist der Winkelwert zwischen a 
und b nur wenig veriinderlich. Kante b ist immer vorhanden 
und parallel dazu ist die eine Ausléschungsrichtung. In den 
meisten Fiillen legen Einzelkrystalle vor, Biischel treten oft bei 
den Formen b,, B,, B, auf, die zusammen vorkommen und bei I), 
und D,. Verwachsungen und Zwillingsbildungen sind selten (bei 
reinen Priiparaten). 

Im allgemeinen sind in einem Priiparat Krystalle von einerlei 
Habitus, ganz verschiedene Formen kommen auch zusammen vor 
(6, 15), aber fast nur dann, wenn ein Teil der Substanz rasch 
auskrystallisiert ist, der andere langsam; die Tendenz ist bei ver- 
schiedenen Priiparaten verschieden. Eigenartige Auswiichse zeigen 
mehrere Bilder (16, 19). Alle Krystalle sind sehr zerbrechlich, 
manchmal sind auch seltsame Spaltungs- und Zerfaserungs- 
erscheinungen zu beobachten (21). 

Simtliche Krystallisationen sind aus Pyridin oder Pyridin 
Eisessig erhalten, reiner EKisessig lost zu wenig, um als Loésungs- 
mittel zu dienen. Etwas Porphyrin, in der Regel 30—50 mg, 
wurde im kleinen Reagenzglas tropfenweise mit Pyridin versetzt, 
bis beim vorsichtigen Erhitzen auf kleiner Flamme vollkommene 
Lésung erzielt wird. Dann wird der Krystallisation itiberlassen 
oder mit heiBem Eisessig im Verhiltnis 1:1 oder 2:3 versetzt. 
Die Krystallisationen aus ,,Misessig* sind durch Versetzen der 
moéglichst konzentrierten Pyridinlésung mit mindestens der 10 fachen 
Menge heifem Eisessig erhalten. 

Bei sehr konzentrierten Lisungen ist die Krystallisation in 
etwa 1 Stunde beendet, meist aber nach }),—1 Tag. Die Mutter- 
lauge wird vorsichtig abgegossen auf ein kleines Hartfilter (Filtrier- 
réhrchen), mit Pyridin—Ather oder mit Ejisessig nachgewaschen 
und mit etwas Eisessig auf den Objekttrager gespiilt. Abgesaugte 
Krystallisationen sind véllig zerbrochen. Man kann so geniigend 
Material gewinnen, um eine Probe 5—10 mal umzukrystallisieren, 
muB aber ein zu groBes (Juantum Pyridin vermeiden. 

Es ergeben sich deutliche Regelmibigkeiten im Auftreten der 
verschiedenen Formen in Abhingigkeit vom Loésungsmittel und 
anderen Faktoren. Beim raschen Krystallisieren aus Pyridin, 
auch bei Zusatz von wenig Eisessig, erscheint oft die Nadel- 
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form B,, B,, B,, beim langsamen Krystaltisieren Blittchen der 


Formen I), und D,, seltener Einzelkrystalle. Aus Pyridin—Kis- 
essig 1:1 oder 2:3 erhilt man meist die Formen B und LD. Mit 
iberschiissigem Eisessig besteht Tendenz zu A, A,, A,, ©, C,. 
Die reine A-Formen sind am seltensten, 

Der Formenreichtum diirfte damit nicht erschépft sein, auch 
konnen beim Verwenden anderer Loésungsmittel wohl noch andere 
Moghchkeiten auftreten. 

Aus dem allgemeinen Rahmen heraus fallt nur Priiparat 4 
(vel. unten’. 

Ks sind nicht alle Praparate photographiert, sondern még- 
lichst von den verschiedenen Praparaten iibereinstimmende Formen 
und besonders charakteristische. Hiufig gelang es auch infolge 
der Zerbrechlichkeit nicht gute mikroskopische Praparate her- 
zustellen, vielfach waren die Krystalle oder Krystallbiischel auch 
zu grob und riiumlich so ausgedehnt, daB eine Photographie nicht 


in Frage kam. 


Niihere Beschreibung der Bilder. 

1. Sehr groBe Biischel der Form D,. 

2. Form D. 

3. Form D,. 1—83 gleiche Substanzproben aus verschiedenem 
Losungsmittel. 

4. Porphyrin Hamsik“ zum zweiten Male aus Pyridin—Eis- 
essig, auch die erste Krystallisation war so beschaffen. Die 
Krystalle erweisen sich unter starker VergréBerung als ganz un- 
scharf begrenzt und von rauher Oberfliichenbeschaffenheit, zum 
Teil sogenannte Briefkuvertform. Teilweise unregelmibige Parallel- 
ausliéschung, es liegt keine reine Krystallform vor, das Priaparat 
erwies sich als noch verunreinigt. Aus Pyridin erschienen dann 
Rhomben ID, und D,, nach eier weiteren Krystallisation aus 
Pyridin—Kisessig aus Pyridin wieder sehr groBe D,-Formen. 

5. Dieses Material gibt jetzt Form ©,. 

. Aus 5. beim langen Stehen C,, daneben D,. 
7. Material aus der Pyridinmutterlauge (unter 4), D,. 

8. Aus 7. ©, und C. 

o. Aus B. B,, By, By 

10, Form J.. 

11, Aus 10. Form D sehr spitzwinklig. 

12. 1) sehr stumpfwinklig, aus 11. nach einer Krystallisation 
aus Pyridin, die Bild 1 entsprach. 
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13. D, in derben undurchsichtigen Krystillchen. Wahrend 
sonst alle Krystallisationen Blittchen darstellen, tritt , ab und 
zu derb auf, besonders, wenn diese Form aus Pyridin—Eisessig 
erscheint. 

14. B,, B,, B,. 

15. Aus 14. [),, daneben Nadelbiischel B,. 

16. Aus 15. ©. 

17. C, aus 16. 

18. Zum vierten Male umkrystallisiert, B. 

19. C, Winkel sehr stumpf, zum Teil A. 

20. C, aus 19. 

21. Aus 20. D,. 

22. Aus 21. C, A, B, B.. 

23. Aus der Mutterlauge von 21. isoliertes Material, I).. 

24, D,, aus 23. 

25. Nach Krystallisation aus Pyridin mit wenig Kisessig, die 
wieder Nadelbiischel gab, aus 24. A, korrodiert und etwas zer- 
brochen. 

26. A- und C-Formen. 

27. Aus 26. C und C,,. 

28. Aus der Mutterlauge von 27. beim Waschen der Krystalli- 
sation 27. mit Kisessig und Ather; B, zum Teil sind die a-Kanten 
sehr kurz, so, daB fast Rechtecke zustande kommen. 

29. Aus 27. D,. 

30. C,, aus 29. 

31. Kurze B,-Formen, ebenso beim nochmaligen Umkrystalli- 
sieren. 

32. Biischel der B,-Form. 


Wie aus den Uberschriften der Abbildungen hervorgeht, sind 
zum Vergleich Praparate von Protoporphyrin verschiedenartigster 
Darstellungsart verwendet. Nach den Untersuchungen von Richter 
sollte das Protoporphyrin nach Hamsik verschieden sein von 
dem nach H. Fischer und B. Pitzer; ebenso sollte Ooporphyrin 
wiederum eine andere ,Modifikation“ darstellen. Ubersieht man 
die Abbildungen 1—32, so fallt zuniichst der groBe Formen- 
reichtum auf, weiter wird man sehen, daB immer wieder die gleichen 
Krystallformen auftauchen. Die Art der Krystallisation hingt ab 
von zufalligen Konzentrationsverhiltnissen und den Lisungsmitteln, 
wobei der Wassergehalt des Pyridins mit eine Rolle spielt. Not- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIII. 10 
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Protoporphyrin. 


1--3, Priiparat nach H. Fischer und Pitzer. 
i—9, 5 » Hamsik. 








1, Aus Pyridin. 2. Pyridin--Eisessig. oO. Eisessig. 
(14 fach. (35 tach.) (5s fach.) 








4. Pyridin--Eisessig. ». Pyridin—Kisessig. 6, Pyridin—Fisessig. 
(150 fach (180 fach.) (35 fach. ) 





Pyridin \. Pyridin—Eisessig “. Pyridin. 
(180 fach. (38 fach 180 faeh.) 
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Protoporphyrin. 


10—18, Priiparat nach der Ferrosulfat-Salzsiuremethode. 
141%, = “ ,, Hiimochromogen-Salzsiiuremethode. 





10. Pyridin. 11. Pyridin—Eisessig. Pyridin-Eisessig. 
(3S fach.) (38 fach. ) (180 fach. 








13. Pyridin—Eisessig. 14. Pyridin—Fisessig. 15. Pyridin. 
(3S fach. ) (180 fach.) (o> fach 





lb. Eisessig. 17. VPyridin—bisessig. 
(38 fach. (38 fach 
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Ooporphyrin. 


ean 2 3 











Is. Pyridin—KEisessig, 19. Eisessig, 20. Pyridin—Eisessig. 
(180 fach. ) (180 fach. ) (38 fach.) 





21, Pyridin. 22, Pyridin—Eisessig. 23. Pyridin. 
(180 fach. ) (38 fach.) (58 fach. ) 





24. Pyridin. 25. Eisessig. 
(14 fach. (180 fach, ) 
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Protoporphyrin, synthetisch. 


; 











26, Pyridin—Eisessig. 27. Pyridin—Eisessig. 28. Pyridin—Hisessig, 
(180 fach. ) (180 fach. ) (180 fach. ) 


onwake a aaa ia 





29. Pyridin. 30. Ejsessig. Ol. 
(180 fach. ) (180 fach.) 


Pyridin—lisessig 
(L180 fach.) 





32. Pyridin 
ISO fach.) 
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wendig ist absolute Reinheit des Protoporphyrins, Verunreinigungen 
beeinflussen die Krystallformen betriichtlich. Es ergibt sich voll- 
kommene Identitat der verschiedenen Krystalle undauch Ooporphyrin 
weicht nach keiner Richtung hin vom Protoporphyrin ab in Be- 
stiitigung unserer friiheren Feststellungen. Auch synthetisches 
Protoporphyrin schlieBt sich in bezug auf Krystallform restlos 
den vorher genannten Praparaten an und wir erblicken in dieser 
Ubereinstimmung eine willkommene LJestiitigung bzw. erneute 
Feststellung der Identitit siimtlicher ,,Protoporphyrine“. 

Wir wandten uns dann weiter der Untersuchung des Haimins 
zu. Schon friiher hatten wir unter genau den gleichen Be- 
dingungen bei der Eiseneinfiihrung in Protoporphyrin neben- 
einander Doppelbesen und echte ‘leichmannkrystalle gesehen. 
Bei diesen Versuchen spielt die Temperatur eine groBe Rolle; es 
ist nicht zweckmiBig iiber freier Flamme zu kochen, hierbei 
werden im allgemeinen nur schlecht ausgebildete Krystalle er- 
halten. Bei Verwendung von Kisenchlorid und Natriumacetat 
scheiden sich leicht zu Beginn des Versuchs an der Wand des 
Reagenzglases Schmieren ab, die nicht wieder in Lésung gehen 
und man erhilt dann Himin mit reichem Porphyringehalt. Dies 
beruht zum groBen Teil auf der Schwerléslichkeit des Proto- 
porphyrins, jedoch wird auch Protoporphyrin bemerkenswerterweise 
sehr leicht vom Hiimin aufgenommen. Krystallisiert man Chlor- 
hiimin unter Zusatz von Protoporphyrin um, so entsteht gut 
krystallisiertes porphyrinhaltiges Hiimin, das weder an Salzsiure, 
noch Alkohol, noch Ather Porphyrin abgibt. Nach der kolori- 
metrischen Bestimmung ist jedoch noch bis zu 21°/, Protoporphyrin 
in solchen Priparaten enthalten. Auch andere Hiimine besitzen 
diese EKigenschaft. 

Koproporphyrin, von dem wir eine Zusammenkrystallisation mit 
Hiimin angesichts des Porphyringehalts der roten Blutkérperchen 
bei Porphyrie erwartet hatten, krystallisiert auffallenderweise nicht 
mit Hiimin zusammen aus, bzw. sehr leicht labt sich dem Hiimin 
siimtliches Koproporphyrin entziehen. Wiederum wurden zur 
Kiseneinfiihrung verschiedenartige Protoporphyrinpriparate ver- 
wandt und wie die Abbildungen zeigen, wurden auch hier mehr 
oder weniger gut ausgebildete Teichmannsche Krystalle erhalten. 
Auch aus synthetischem Protoporphyrin gewinnt man prachtvolle 
Teichmannkrystalle. Ob und wann die ,,Doppelbesen“, die von 
Prof. Steinmetz als sehr kleine Prismen von einwandfreier paral- 
leler Auslischung charakterisiert sind, am ehesten als eine besondere 
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Krystallform aufgetaBt werden kénnen!), auftreten, konnten wir 
nicht mit Sicherheit feststellen; sicher steht die experimentelle 
Tatsache, jedoch nicht die Bedingungen, unter denen sie erhiltlich 
sind. Jedoch muB ausdriicklich daraut hingewiesen werden, dab 
die Doppelbesen immer nur bei Verwendung von wenig Material 
in kleinen Reagenzglasversuchen gewonnen wurden und hier ist 
es natiirlich jedesmal fraglich, ob das erhaltene Hiimin tatsiichlich 
Hiimin ist.*) Hieriiber kann natiirlich nur eine eingehende Unter- 
suchung mit Elementaranalyse entscheiden und es ist immer daran 
zu denken, daf vielleicht auch gelegentlich einmal HCl-Salze und 
Hiimatohimin zur Krystallisation gelangen. 

Gut ausgebildete Himinkrystalle, die sich beliebig umkrystalli- 
sieren lassen, erhalt man stets, wenn man nicht zum Sieden er- 
hitzt, sondern bei Wasserbadtemperatur arbeitet. Zweckmiibiger- 
weise wird dabei in Nachahmung der Hiimindarstellung aus Blut 
verfahren. So wurde z. B. 0,5 g reines Protoporphyrin in 40 ccm 
sehr verdiinntem Ammoniak gelést und in eine Mischung von 
150 ccm Kisessig, '/, g NaCl in Wasser gelist, und 50 ccm heib 
gesattigte frische Ferroacetat—Kisessiglisung auf dem siedenden 
Wasserbad im Laufe einer halben Stunde eingetropft. Schon 
in der Hitze beginnt die Krystallisation, Ausbeute: 0,35 g schéner 
Teichmannscher Krystalle. Der Versuch fiel bei hiufiger 
Wiederholung stets gleich gut aus. Das Hiimin laBt sich beliebig 
umkrystallisieren mit Hilfe von wiBrig alkoholischem Ammoniak 
und Kisessig—Kochsalz oder mit Pyridin—Chloroform—Eisessig, 
wobei auch Sieden vermieden wurde. 

(sanz abnlich wird auch gut krystallisierter Himinester er- 
halten, der sich beliebig umkrystallisieren und zum krystallisierten 
Hiimin verseifen laBt. 0,5 g Protoporphyrin-methylester, die in 
10 ccm heiBem Chloroform gelést wurden, gab man in kleinen 
Anteilen zu 50 ccm heiB gesiattigter EKisessiglésung von Eisen, 
der vor dem Versuch 0,5 g NaCl in 5 ccm H,O zugesetzt waren. 
Schon auf dem Wasserbad beginnt die Krystallisation des Hiimin- 
esters, Ausbeute: 0,5 g. Schmelzp. 274° (korr.). Zur Verseifung 


') Richter bezeichnet diese Form als #-Modifikation; eine Analys: 
ist nicht durchgefiihrt. Nach ihm entsteht diese 7-Modifikation aus,,Hamsik- 
Protoporphyrin“, indessen zeigt Abbildung 42 das ausschliebliche Entsteher 
der ‘Teichmannkrystalle aus ,,[amsiks Protoporphyrin“. 

*) Vielleicht besteht Identitit mit den von Hamsik durch Alkali- 
behandlung aus Hiimin erbaltenen krvstallographisch abweichenden Formen 
(vgl. Diese Z. 148, 99 [1925] und 178, 67 [1928)). 
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Protohiimin. 





83. 34, 35. 
(38 fach. ) (38 fach. 38 fach,) 
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(38 fach. ) 38 fach.) 








Ouse WW, 
Aus Protoporphyrin Praparat 13. Aus Protoporphyrin Praparat 17. 
38 fach. (180 fach. ) 
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t1. 1. 
Himin aus Oxyhamin nach Vrotohimin aus Protoporpbyrin 5, 
Hamsik, nach Hamsik. 
(35 fach.) (180 fach.) 
Synthetisches Hiimin. 
13. 14, 
(38 fach.) (38 fach.) 
’ 45. 16. 


: (150 fach.) 1-J fach.) 
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wird mit 10 ccm Methylalkohol, dem 1 ccm gesittigtes methyl- 
alkoholisches Kali zugegeben wird, 5 Minuten auf dem Wasser- 
bad erwirmt. Der Ester geht sofort in Loésung unter Bildung 
von Himatinester, die Verseifung ist vollstiindig, wenn beim 
Kintragen einer Probe in Wasser nichts mehr in Chloroform 
geht. Nun wird mit einer heiBen Mischung von 20 ccm Eisessig 
und 5cem wiibrigem NaCl versetzt, worauf das Himin in schénen 
Krystiillchen ausfallt. Zum Umkrystallisieren wurde gelést in 
15 com Methylalkohol, der einige Tropfen methylalkoholisches 
Kali enthalt und in 50 cem heiben Eisessig, der mit 5 ccm 
wiiBriger NaCl-Lésung versetzt wird, eingetragen. Man erhiilt so 
schéne Krystalle, 0,4 g, die noch besser ausfallen, wenn man 
zwecks langsamerer Krystallisation verdiinnter arbeitet unter Zu- 
satz von mehr Wasser, um Esterbildung zu vermeiden. Diese 
Methode ist zum Umkrystallisieren von Himin sehr bequem. 

Die beschriebene Methode fiihrt nur dann zum Ziel, wenn 
das Protoporphyrin rein ist. Mit unreinem Porphyrin fallen die 
Krystallisationen ebenso schlecht aus wie bei Anwendung weniger 
schonender Methoden. 

Die Bilder 833—88 zeigen einen Vergleich der verschiedenen 
Methoden, Reagenzglasversuche. 

33. Nach obiger Vorschrift, alles Teichmannsche Krystalle. 

34. Ebenso, T'eichmannsche Krystalle, zum Teil etwas 
korrodiert. 

35. Protoporphyrin in Eisessig mit wenig konzentrierter 
Salzsiiure gelést, mit Ferroacetat und Natriumacetat 2 Minuten 
gekocht. Wenige Teichmannsche Krystalle, viele korrodierte 
unregelmiBbig begrenzte Gebilde, einige Biischel. 

36. Protoporphyrin in Kisessig mit Salzsiure gelést, mit 
Ferroacetat kurz gekocht, dann mit Natriumacetat nochmals ge- 
kocht. Sehr kleine schlecht ausgebildete Krystalle. 

37. Wie 36, schlecht begrenzte K\rystalle, meist in Biischeln. 

38. Protoporphyrin in Kisessig mit FeCl, kurz gekocht, dann 
mit Natriumacetat abgestumpft und autgekocht. 

Prismen, meist korrodiert, zum Teil in groBen Biischeln. 

39. 40. 42 sind nach der angegebenen Methode aus bezeich- 
neten Protoporphyrinpraparaten gewonnene ‘Teichmannkrystalle, 
die teilweise korrodiert sind. 

41. Eine analog mit wasserhaltigem Eisessig unter NaCl- 
Zusatz bei 100° angestellte Himinprobe des nach Hamsik ge- 


wonnenen Oxyhiimins, 











~~ 
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Aus unreinen Priparaten oder bei weniger schonender 
Arbeitsweise wurden meist mit FeC ], bessere Ergebnisse erhalten 
‘ als mit Ferroacetat, a mit friiheren Beobachtungen. 


Eiseneinfiihrung in synthetisches Protoporphyrin. 


Kleine Proben des Protoporphyrins gaben sowohl mit Ferro- 

| acetat wie mit FeCl, schlechte Krystallisationen. Das rohe Por- 
phyrin, etwa 0,1 g, wurde daher einer griindlichen Reinigung unter- 
zogen. Mit Ather—Salzsiure, wie 8S. 141 beschrieben, wurden Flocken 
von verdorbenem Material abgetrennt, dann aus Ather krystallisiert, 
wobei Nadeln und rhomboidische Krystalle auftraten. Dann wurde 
mehrfach aus Pyridin—Eisessig krystallisiert, wobei auch die ver- 
schiedenen Krystallformen beobachtet wurden. 

Proben der Substanz gaben jetzt mit Ferroacetat leidlich 
gute Hiiminkrystalle, einige Teichmannsche Krystalle darunter, 
mit FeCl, ein noch besseres Ergebnis, die meisten Krystalle 
waren weniger scharf ausgebildete Teichmannsche Kkrystalle. 

Nun wurde das Porphyrin verestert und nach dreimaligem 





| Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol sehr schéne 
Nadelbiischel erhalten. Der Methylester schmolz bei 235—236° 
(korr.), im Gemisch mit reinstem analytischem Protoporphyrinester 


vom Schmelzp. 239° (korr.) bei 235—236°% Nach der Verseifung 
wurden jetzt nach der Ferroacetatmethode schine Teich- 
mannsche Krystalle erhalten, Bild 43—46. 

Herr Prof. Steinmetz beschreibt die synthetischen Hiimin- 
priparate folgendermaBen: 


II - 5S“ 


30 -.34° 


YR der starker 
Absorption 


) 


Fig. 2. 


,Liinglich rhomboidische Bliittchen mit 53—55°  Nanten- 
neigung. Ausléschungsrichtung der starken Absorption 30-——34° 
gegen die meist linger ausgebildete Kante. 

Kin zweites Priiparat: Ebenso, aber dickere Krystalle und 
stiirker an den Kanten korrodiert.“ 

Bei einem Hiiminbildungsversuch wurden mit FeCl, und Na- 
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Acetat in siedendem Eisessig kleine Krystillchen paralleler Aus- 
lischung erhalten, die unscharfe Begrenzung aufwiesen, einige 
typische Doppelbesen waren dazwischen. 

Auch hier handelt es sich wieder um einen Versuch im 
kleineren Mabstab. Wir halten es fiir notwendig, bei allen Kisen- 
einfiihrungsversuchen und Umkrystallisierungsversuchen in nicht zu 
kleinem Mabstab zu arbeiten und auf jeden Fall die im kleinen Mab- 
stab erhaltenen Resultate durch Ubertragen auf 1 g und dariiber 
zu bestiitigen unter Kinhaltung gleichartiger Versuchsbedingungen. 


Krystallisiertes Hamatin. 

'/, g Hamin wird in 50 ccm 5°/,igem wiBrigem Kali gelost, 
mit Hisessig in geringem Uberschub ge fallt, Lésung und Fallung 
wird nochmals wiederholt, beidemale mit verdiinnter Essigsiure 
ausgewaschen. Nun wird im Hochvakuum iiber Chlorcalcium rasch 
getrocknet. Durch Eintragen in 40 ccm Pyridin wird Lésung er- 
zielt, es wird rasch durch ein gehirtetes Filter abgesaugt, da die 
Substanz alsbald zu krystallisieren beginnt, dann wird mit dem 
gleichen Volumen Petroliither versetzt, iiber Nacht wird eine 
reichliche Krystallisation erhalten. [as Himatin enthalt Krystall- 
pyridin, das beim ‘Trocknen im Vakuum bei 40° leicht zu ent- 
fernen ist. Gewichtsabnahme 15,5°/,, berechnet fiir 2 Mol Pyri- 
din 20,0°/.. 

5,380 mg Substanz gaben: 12,770 mg wine 2,410mg H,O, 0,645 mg Fe,O, 
C,,H,,0;N,Fe Ber. C veo, H 5,259), Fe 8,82°/, 

(ref. ,, 64,74 - Oi ,, 8,39 (halogenfrei) 

Mit Eisessig und Kochsalz wird auf dem Wasserbad schoén 
krystallisiertes Hiimin zuriickerhalten. 

Kinmal krystallisiert ist das Hiimatin selbst in heiBem Pyridin 
schwer léslich zum Unterschied von Hiimin, list sich aber leicht 
in verdiinnter [auge. 

Die bisher beschriebenen Versuche sind von Herrn Dr. Treibs 
durchgefiihrt und es folgen nunmehr die Versuche von Herrn 


Dr. Zeile. 


Tetramethylhamatoporphyrin aus synthetischem 
Hamatoporphyrin. 
0,1 g¢ synthetisches Himatoporphyrin wurde in Anlehnung an 
die Vorschrift von H. Fischer und I. Miller’) in einem kleinen 
') Diese Z 142, 155 (1925); W. Kiister, Diese Z 86, 51 (1923); 
Rh. Willstatter, Diese Z. S87, 470 (1923). 
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Claisenkolben, der gut verstépselt wurde, in 5ccm Hisessig—Brom- 
wasserstot! gelést und 3 Tage stehen gelassen. Der bromwasser- 
stoff—Kisessig wurde moglichst vollstiindig im Vakuum verdamptft, 
zu dem in etwas Methylalkohol gelésten Riickstand wurde nur so viel 
methylalkoholische KOH zugesetzt, bis eben neutrales Porphyrin- 
spektrum auftrat. Keim Stehen iiber Nacht schieden sich etwa 
50 mg in Wiirfeln krystallisiertes ‘Tetramethylhimatoporphyrin 
vom Schmelzp. 143° (korr.) ab. Herr Professor Steinmetz 
stellte uns folgenden krystallographischen Befund dariiber zur 
Verfiigung: ,,.Das Priparat T besteht aus wiirfelahnlichen Formen 
die mit denen des Tetramethylhimatoporphyrins wohl identisch 
sein kénnen. Die Ausbildungsform ist, wie die friiheren Be- 
stimmungen (an rein analytischem Material) schon ergaben, teils 
rein wiirfelig, teils laBt sie aus der Verteilung der abstumpfenden 
Kanten auf hexagonales System schlieBen. Unter allen Umstiinden 
aber steht sie nicht im Einklang mit der inneren Struktur, die 
auf (Grund des optischen Befundes der Doppelbrechung nicht kubisch 
sein kann; es liegt jedenfalls atuberlich betrachtet eine Pseudo- 
symmetrie vor.“ Das Priparat, das mit analytischem Material keine 
Depression ergab, zeigte wie dieses die Kigenschaft der Schmelz- 
punktserhéhung beim Zerreiben.') 


Darstellung von Diacetyl-deuteroporphyrin-ester 
in groBeren Mengen. 


Es hat sich herausgestellt, daB die Reduktion des nach der 
Vorschrift von H. Fischer und k. Zeile?) dargestellten Diacetyl- 
deuteroporphyrins als Rohprodukt schwankende Ausbeuten liefert. 
Die Ausbeute bleibt konstant (etwa 20°',), wenn das Diacetyl- 
deuteroporphyrin iiber den Ester gereinigt wird. Um das Arbeiten 
mit groBen Athermengen, die bei der geringen Lislichkeit des 
Diacetyldeuteroporphyrins notwendig sind, zu umgehen, wurde 
folgender Weg eingeschlagen: 

Die 10g Deuterohimin entsprechende Menge Diacetyldeutero- 
porphyrin, das durch Ausfallen mit Natriumacetat aus der Brom- 
wasserstoff—Eisessiglisung des Diacetyldeuterohimins nach der 
Knteisenung gewonnen wird, wird nach dem Auswaschen und 
Trocknen in 2 Liter konz. Salzsiiure gelést, die Lésung mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdiinnt, filtriert und das Filtrat auf 

1) H. Fischer, G. Hummel u. A. Treibs, Diese Z. 185, 33 (1929). 

2) A. 468, 98 (1928). 
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17 Liter aufgefillt, was einer Salzsiurekonzentration von 4,3°/, 
entspricht. Dabei fallen Verunreinigungen von hoherer Salz- 
siiurezahl aus; von diesen wird abfiltriert. Der Filterriickstand 
enthilt noch |)iacetyl-deuteroporphyrin, es wird daher die oben 
beschriebene (peration der Lésung in konz. Salzsiiure (11/, Liter) 
und Verdiinnung auf 4,3°/, Salzsiiuregehalt wiederholt. Aus der 
4,3°/ igen Lésung wird ziemlich reines Diacetyldeuteroporphyrin 
mittels Natriumacetat gefaillt, abgesaugt und getrocknet. (Kine 
fiir alle Fille zutreffende Vorschrift kinn nicht gegeben werden, 
weil je nach den Nebenprodukten die Léslichkeitsverhialtnisse des 
Diacetyl-deuteroporphyrins sich iindern. Hiutig erwies es sich als 
zweckmabig, die Loésung in konz. HCl nur auf 8,5°/, mit Wasser 
zu verdiinnen, wobei bereits die Verunreinigungen ausfielen, und 
dann durch Verdiinnen auf 5,5°/, das Diacetyl-deuteroporphyrin 
abzuscheiden). Das trockene Produkt wird der Veresterung mit 
methylalkoholischer Salzsiure unterworfen. Nach 12 stiindigem 
Stehen in der 100 fachen Gewichtsmenge methylalkoholischer 
Salzsiure wird auf Eis gegossen und unter Riihren mit calcinierter 
Soda eben alkalisch gemacht, wobei sich der Ester als Rohprodukt 
quantitativ abscheidet. Nach dem Filtrieren wird mit Wasser 
griindlich ausgewaschen, dann bei 80—100° getrocknet. Mit 
Chloroform wird in der Hiilse extrahiert, bis das Chloroform 
farblos abliuft (unter Umstiinden die Hiilse wechseln) und die 
Chloroformlésung am absteigenden Kiihler aut ein kleines Volumen 
eingeengt. Bei vorsichtiger Zugabe von heiBem Aceton zur heiBen 
Chloroformlésung scheidet sich der Diacetyl-deuteroporphyrin- 
dimethylester (etwa 3 g) gut krystallisiert ab. Das eventuell 
nochmals umkrystallisierte Produkt liefert in glatter Reaktion 
Hiaimatoporphyrin. 

Herr Professor Steinmetz hatte die Freundlichkeit, den 
| iacetyl-deuteroporphyrin-dimethylester krystallographisch zu 
untersuchen; wir teilen hier seine Werte mit (vgl. Fig. 3 und 4): 


Diacetyl-deuteroporphyrin-ester. 

.Die Substanz besteht aus kleinen Tifelchen, die man am 
einfachsten als Rechtecke mit zwei unsymmetrisch abgerundeten, 
cegeniiberliegenden Ecken beschreiben kann. Und zwar ist die 
Abrundung so beschaffen, daB die Senkrechte zur Tafelebene den 
Charakter einer zweizihligen Symmetrieachse erhilt. 

Indessen sind die begrenzenden Linien nirgends wirkliche 
Geraden, sondern z. TI’. nur sehr schwach gekriimmte Kurven, so 
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daB die zwei rechten Winkel nur scheinbar solche sind, und 
nicht wirklich aufeinander senkrecht stehenden Kanten oder 
Flichen entsprechen. An einem einzigen Krystall wurden zwei 
,echte* Begrenzungskanten gefunden, in der Figur durch doppelten 
Linienzug gekennzeichnet, deren Lage zur Richtung der Schwin- 
gungsrichtungen eindeutig zu fixieren war: 





Haufigse Ausd/gung 





Fig. 3. Vig. 4. 


Starke Absorptionsunterschiede. Die S. R. der starken Ab- 
sorption ist eine nicht genau zu definierende Richtung, die an 
dem Gros der Krystalle annaéhernd die abgerundeten Ecken mit- 
eininder verbindet. 

Fiir die Krystallsymmetrie kommt héchstens monoklin in 
Frage.“ Steinmetz. 

Oxydation 

des synthetischen Tetramethylhamatoporphyrins mit Cr0.. 

50 mg Porphyrin wurden nach der Vorschrift von H. Fischer 
und A. Treibs!) mit 0,15 g CrO, oxydiert. Die Oxydationsfliissigkeit, 
die kein Porphyrin mehr enthielt, wurde 10 mal ausgeithert, der 
Atherauszug mit konz. Sodalésung gewaschen und iiber Pottasche, 
die einigemale erneuert wurde, iiber einen Tag stehen gelassen, 
Ks wurde im doppelt verjiingten Reagenzglas eingeengt, einige 
Minuten im Hochvakuum bei 80° erhitzt, abgeschmolzen und bei 
70—80° sublimiert, bis im Verlaufe eines Tages das ganze Imid 
iibergegangen war. Nach mehrtiigigem Liegen im Eisschrank und 
Reiben trat Krystallisation ein, das Priaparat zeigte nach dem 
volligen Erstarren den Schmelzpunkt von 60° (korr.); mit aus 
analytisch gewonnenem ‘l'etramethylhimatoporphyrin dargestelltem 
Imid trat keine Depression ein. 


') Diese Z. 185, 33 (1929). 
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Bromhamin aus Rinderblut. 


Ktwa 1 Liter Rinderblut wurde durch mehrmaliges Zentri- 
fugieren mit isotonischer KBr-Lésung (1,7°/, KBr enthaltend) 
vom Serum befreit, der in 1 Liter isotonischer KBr-Lésung auf- 
geschlimimite Blutkérperchenbrei in 3 Liter heiBen EKisessig ein- 
gegossen, dem 3¢ KBr in wenig Wasser gelist zugegeben waren. 
Bei 40 50° wurde abgesaugt, mit 50°/, iger Kssigsiure, Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen. Ausheute etwa 3g. Regelmibig 
ausgebildete, abgeschriagte Prismen. 

Zur Analyse wurde das Priparat (0,5 g) aus 1,5 ccm Pyridin 
und 4ccm Chloroform durch Zugabe von einem siedenden Gemisch, 
bestehend aus 20ccm Kisessig, 0,25 ¢ KBr (als gesiittigte Lésung) 
und 4 ccm 48°/, iger Bromwasserstofisiiure umkrystallisiert. Da 
der C-Wert zu niedrig ausfiel, wurde eine Probe aus verdiinnter 
NaOH und heibem Eisessig umkrystallisiert. Zu diesem Zweck 
wurden 0,2 ¢ des Himins in méglichst wenig 3°/,iger NaOH 
gelist und in 200 cem siedenden Eisessig, der 0,1 g KBr und 
etwa 2 ccm 48°/ ige Bromwasserstofisiiure enthielt, rasch ein- 
gegossen und das Ganze heib sofort durch ein Faltenfilter 
gegossen. Nach einigem Stehen schieden sich sehr regelmibig 
ausgebildete Krystalle von Bromhimin ab. Ausbeute 50 mg, aus 
dem auf dem Filter verbliebenen Riickstand konnte ebenfalls 
noch krystallisiertes Material erhalten werden. Die Analysen- 
werte des so dargestellten Materials stimmten mit denen des 
Bromhiimins, das aus Pyridin-, KBr- und HBr-haltigem Eisessig 
umkrystallisiert war, innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Auch 
éfteres Umkrystallisieren aus Pyridin-, KBr- und HBr-haltigem 
Eisessig iinderte die Analysenwerte nicht. 

Die Analyse der aus Pyridin—Chloroform und KBr-HBr- 
haltigem LEisessig umkrystallisierten Produkte ergab folgende 


Werte: 
4,970 mg Substanz gaben 10,610 mg CO,, 2,100 mg H,O, 0,571 mg Ie,O3. 


2,688 mg + me 0,193 cem N (16°, 723 mm). 
4,185 mg m » 8,930 mg CO,, 1,775 mg H,O, 0,490 mg Fe,0.,,. 
3,042 mg sa " 0,291 ceem N (20°, 718 mm). 
7,803 mg is ss 2,180 mg Agbr. 

C,,H,,0,N,FeBr 
Ber. C 58,62°/, H 4,63°/, N 8.05°,, Fe 803°, Br 11,48 °/, 
Gef. —,. 58,22 »» 4,78 », 8,06 » 8,03 


58,19 yy 4,75 . 1,68 » 8,19 11,89 











Uber antigene Eigenschaften der Hefesaccharase. 169 


2, Wenn man die Antigene verwendet, welche durch Zusatz 
des Schweineserums als Aktivator zum KE, Invertinpriiparat be- 
reitet wurden, dann wurde eine erhebliche Steigerung der Pro- 
duktion vom Hemmungskérper beobachtet. 

3. Wenn man K. Invertinpriparat auf dem Wasserbade auf 
50°C oder 80°C je eine Stunde erwirmt, so geht die Produktions- 
fihigkeit fiir den Hemmungskérper ginzlich verloren, aber wenn 
zu den erwirmten Priiparaten das Schweineserum als Aktivator 
gefiigt wird, so scheint die genannte Fiahigkeit sich mehr oder 
weniger wieder zu erholen. 

4, Weil das von mir verwendete Invertinpriparat leider noch 
BegleiteiweiBstoffe enthielt, so nahm ich mir vor, die etwaigen 
Beziehungen zu untersuchen, welche zwischen der Produktion des 
Hemmungskorpers durch solches Antigen und der Produktion der 
Prazipitine und Komplementbindungssubstanz obwalten; indessen 
konnte ich dabei die Existenz solcher Beziehungen nicht be- 
stitigen; noch mehr, das H. Invertinpriparat, bei welchem die 
BegleiteiweiBstoffe ganz minimal waren, reagierte in vitro nicht 
prazipitogen, zeigte auch fast stets negative Ergebnisse in der 
Komplementbindungsreaktion; in vivo wirkte es dagegen zwar 
gar nicht spezifisch immunogen, zeigte aber fiir die EK. Invertin- 
priparate die, wenn auch schwachen, dennoch positiven Resultate, 

Daraus ist zu ersehen, da8 an der Entstehung der Priizipitine 
und Komplementbindungssubstanzen zweifellos die Begleiteiweib- 
stoffe schuld sind, was auch mit der Tatsache ibereinstimmt, 
daB zwischen der Entstehung der zuerst genannten beiden Stoffe 
und deren des Hemmungskoérpers keine quantitativen Beziehungen 
zu konstatieren waren. 

5. Wie Kumagai und andere beim Amylase-Immunserum 
beobachtet hatten, so sank bei meinem EK. Invertinpriiparat die 
Wirkung auf die Drehung betrichtlich, wenn man das Priiparat 
durch Erhitzung auf dem Wasserbade auf 56° C wahrend 30 Minuten 
inaktiviert. Wenn aber zu solchem inaktivierten Serum das frische 
Meerschweinchenserum als Komplement gefiigt wird, bekommt das 
erstere eine gewisse Reaktivierung, woraus zu vermuten ist, dab 
dieses Serum zur dritten Ordnung von der Ehrlichschen Seiten- 
kettentheorie gehért, wie die Bakteriolysine oder Himolysine. 
Die obengenannte Erscheinung tritt nur bei der Erwirmung 
auf 56°C, aber nach der Erwirmung auf 80°C kann man sie 
nicht nachweisen. 

6. Nach E. Knaffl-Lenz geht die Wirkung der Saccharase 
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giinzlich verloren, wenn es mit dem entsprechenden Serum ge- 
mengt, 48 Stunden bei 37°C stehen gelassen wird. Aber bei 
meinen Versuchen unter den gleichen Bedingungen wurden Unter- 
schiede im optischen Drehungsvermégen sowohl der gemischten 
Lésung, als der oberen klaren, als auch der unteren nieder- 
geschlagenen Fliissigkeit beobachtet, welche beiden letazteren durch 
die Zentrifugierung aus ersterer erhalten wurden. Ein Beweis, 
daB E. Invertinpriparat unter den genannten Bedingungen nicht 
ganz zerstért wird. 

7. Das Auftreten der linksdrehung-férdernden Wirkung 
konnte auch in den Fillen nicht nachgewiesen werden, bei denen 
das Kaninchen durch Anwendung von verhiltnismaBig gréBerer 
Menge Saccharose (Merck) von der Vene aus immunisiert wurde, 
was sich auch mit der Angabe von EK. Knaffl-Lenz deckt. Wenn 
jedoch zu der Saccharose das Schweineserum als Aktivator hinzu- 
gesetzt wurde, dann konnte das Auftreten der wenn auch schwachen, 
Linksdrehung férdernden Wirkung beobachtet werden. 

Die erhaltenen Versuchszahlen werden als Belege an anderer 
Stelle in ausfiihrlichen Tabellen mitgeteilt. 


Zum Schlu8 erfiille ich die angenehme Pflicht, meinem hoch- 
geehrten Lehrer, dem Herrn Dr. S. Kojima, fiir seine freundlichste 
und andauernde Leitung, meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Spaltprodukte aus hydrierten Proteinen. 
(I. Mitteilung.) 
Von 


N. Troensegaard und H. G. Mygind. 


(Aus dem Privatlaboratorium von Niels Troensegaard, Kopenhagen, Jacobys Allé.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1950.) 


Um die von dem einen von uns ausgesprochene Theorie, daB 
im EKiweiBmolekiil heterocyclische, leicht zu Aminosiiuren auf- 
spaltbare Komplexe vorgebildet seien, zu stiitzen, haben wir in 
letzter Zeit versucht, stickstoffhaltige cyclische Verbindungen in 
krystallisierter Form aus Proteinen zu isolieren. Es gelang, aus 
Gliadin und Casein Piperidin zu gewinnen, das als Chlorhydrat 
identifiziert wurde.') (In den Blutproteinen lieB sich Piperidin 
nicht nachweisen). — Weiterhin gliickte es, aus acetyliertem 
Serumglobulin, Serumalbumin, Globin, Fibrin und Casein zwei 
Basen in Form krystallisierter Derivate darzustellen, die die 
Formel C,,H,,N,0, und C,H,,N,O haben.?) In ihnen miissen 
wegen des geringen Wasserstoffgehaltes ringformige Bildungen 
vorliegen. Ihre Konstitutionsaufklirung steht noch aus. 

Im folgenden soll iiber die Isolierung zweier weiterer Ver- 
bindungen berichtet werden, die zweifellos auch ringférmiger 
Natur sind. Sie haben die Zusammensetzung C,,H,,N, und 
C,,H,,N,. Sie wurden beide aus Gliadin und aus Casein, C,,H,,N, 
auch aus Globin gewonnen. In anderen EHiweibstoffen wurde ihr 
Nachweis noch nicht versucht. 

Zur Darstellung der beiden Basen wurden die Proteine nach 
einer der friiher beschriebenen Methoden acetyliert (vgl. unten). 
Die so gewonnenen Acetylproteine wurden in amylalkoholischer 
Lésung mit Natriummetall reduziert.*) Das NReduktionsprodukt 
wurde mit Eiswasser behandelt, wobei offenbar in der stark 





1) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 184, 147 (1929). 
2) Troensegaard, Wredeu. Mygind, Diese Z. im Druck befindlich. 
5) Troensegaard, Diese Z. 127, 150 (1923). 
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alkalischen Lésung eine Hydrolyse erfolgte. Danach sind die 
beiden erwiihnten Basen im Amylalkohol gelést. Aus dem Amyl- 
alkohol lassen sie sich neben anderen Stoffen mit einer schwach 
sauren Lésung (30°/,iges NaH,PO,) ausschiitteln. Wird diese 
Phosphatlésung dann mit Kaliumcarbonat alkalisch gemacht, so 
lassen sich die erwihnten Basen mit Ather aufnehmen. Auf 
Zusatz von Salzsiure fallen sie (mit anderen noch undefinierten 
K6rpern gemischt) als Hydrochloride aus. Diese werden wieder 
mit Kalilauge zerlegt und in Ather aufgenommen. Nach dem 
Abdampfen des Athers wird der Riickstand im Vakuum frak- 
tioniert destilliert. In der niedersten Fraktion findet sich 
Piperidin, in der Fraktion 90—130° (14 mm Druck) findet sich 
die Verbindung C,,H,,N,, in der Fraktion 100—135° (0,2 mm 
Druck) die Verbindung C,,H,,N,. — C,,H,,N, wird zweckmibig 
in Form des Pikrats isoliert, das in zentimeterlangen Krystallen 
erhalten werden kann, C,,H,,N, in Form des ebenfalls sehr schén 
krystallisierten Styphnats. Aus den Pikraten bzw. Styphnaten 
wurden krystallisierte Chloroaurate dargestellt, aus der Base 
C,,H,,.N, auch ein ebensolches Chloroplatinat. — Beide Basen 
lassen sich je zu 0,2—0,4°/, der in dem Acetylprotein vor- 
handenen Stickstoffmenge isolieren. Sie sind zweibasisch, ver- 
binden sich also mit 2 Molekiilen einer einbasischen Saure. 

Die relativ niederen Siedepunkte weisen darauf hin, da in 
den Basen 11 bzw. 14 C-Atome und nicht ein mehrfaches dieser 
Menge anzunehmen sind. Molekulargewichtsbestimmungen, die 
mit den Pikraten unter Verwendung von Campher als Lésungs- 
mittel durchgefiihrt wurden, sind nur mit Vorbehalt auszuwerten, 
da eine gewisse Zersetzung durch Dunkelfirbung angezeigt wurde. 
Immerhin stimmen die gefundenen Werte auch zu den oben an- 
gefiihrten GréBen. 

Beide Basen enthalten offenbar nur tertiar gebundenen Stick- 
stoff. Der Versuch, nach van Slyke Aminogruppen nachzuweisen, 
verlief véllig negativ, ebenso wie der, eine Acylierung mit m-Nitro- 
benzoylchlorid vorzunehmen.!) Negativ verlief auch die Methyl- 
imidbestimmung. 


1) Bein Behandeln der in wibrigem Alkali gelésten Basen mit m-Nitro- 
benzoylchlorid bildete sich ein schén krystallisiertes Produkt, das sich 
durch Schmelzpunkt und Analysen mit m-Nitrobenzoesiiureanhydrid identisch 


erwies. Diese Verbindung entsteht nach Beobachtung von F. Wrede- 


Greifswald (private Mitteilung) fast regelmibig dann, wenn irgendeine 
tertiire Base, auch in sehr geringer Menge, in dem Acylierungsgemisch 
vorhanden ist. 
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Erwihnt werden mag noch, daB das als Ausgangsmaterial 
benutzte Acetylgliadin bzw. -casein nach den beiden friher be- 
schriebenen Methoden dargestellt worden ist: einerseits so, dab 
das Protein in Hisessig gelést, mit Acetylchlorid gekocht und 
dann mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat erhitzt wurde}), 
andererseits so, daB das Protein in methylalkoholischem Kali 
gelést und dann mit Kssigsiiureanhydrid und Natriumacetat acety- 
hiert wurde.”) Die beiden Basen lieBen sich aus den so dar- 
gestellten. Acetylproteinen in gleicher Weise gewinnen. Aller- 
dings war die Ausbeute der Verbindung C,,H,,N, bei Verwendung 
des ohne Acetylchlorid dargestellten Acetylproteins etwas geringer. 
Bei der Darstellung der erwihnten Basen wurde auch nochmals 
das friiher aus Gliadin und Casein isolierte Piperidin bestimmt. 
Ks zeigte sich, dab Acetylgliadin, welches mit methylalkoholischem 
Kali dargestelit war, wesentlich mehr Piperidin entstehen liek, 
als das friiher angewandte mit Acetylchlorid bereitete Acetyl- 
gliadin (0,6°/, des vorhandenen Stickstofis; friiher nur 0,25 °/,). 

Was fiir eine Bedeutung die gefundenen Basen fiir den Bau 
des KiweiBmolekiils haben, kann wohl erst diskutiert werden, 
wenn ihre Konstitution festgestellt ist. Interessant ist, daB zwei 
so verschiedene Proteine, wie Gliadin und Casein, die gleichen 
Basen und in annihernd derselben Ausbeute geben. Dieses weist 
auf eine gewisse Gleichartigkeit des Molekiilbaues hin. — Den 
Kinwand, daB das isolierte Piperidin aus dem im Eiweib vor- 
gebildeten Lysin entstanden sein kénne, suchten wir dadurch zu 
entkriften, daB wir — ebenso wie EiweiB — reines Lysin mit 
Acetylchlorid-Essigsiure erhitzten und dann mit Natrium—Amy]l- 
alkohol reduzierten. Die Bildung von Piperidin konnte hierbei 
nicht beobachtet werden.*) — Gegen die Entstehung von Piperi- 
din aus einer lysinihnlichen Gruppe spricht auch der Umstand, 
da8 Piperidin aus Gliadin und Casein isoliert, aus Serum-Albumin, 
Serum-Gilobulin und Globin dagegen nicht isoliert werden konnte. 
Nach den bisherigen Kenntnissen gibt bei der Hydrolyse: Globin 
0°/,, Casein etwa 6°/,, Serum-Albumin etwa 8°/,, Serum-Glo- 
bulin etwa 4°/,, Globin etwa 4°/, Lysin. — Die offenbar tertiar 
gebundenen Stickstoffatome dirften wohl kaum wahrend der Ace- 
tylierung und Reduktion erst entstanden sein; sie sind also schon 
im Proteinmolekiil vorhanden. Die Frage nach tertiiir im Kiweib- 


1) Troensegaard, Diese Z. 127, 144 (1923). 
2) Troensegaard, Diese Z. 112, 99 (1920). 
8) Vgl. auch Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 154, 150 (1929). 
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molekiil gebundenem Stickstoff soll in einer folgenden Arbeit be- 
handelt werden. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung des Acetylproteins. 


Die Acetylierung von Gliadin und Casein mit Acetylchlorid 
wurde in der friiher beschriebenen Weise ausgefiihrt.?) 

Die andere Methode, Lésen des Proteins in methylalko- 
lischem Jxali und nachtriigliches Acetylieren mit Essigsiure- 
anhydrid*) wurde in gewissen Punkten abgeiindert und wird deshalb 
hier nochmals beschrieben: 

50 g entwiissertes Kaliumhydroxyd (im Silbertiegel geschmolzen) 
werden in wasserfreiem Methylalkohol*) zu 1 Liter gelést. 400 ccm 
hiervon werden in einem trockenen Kolben bis nahe zum Siede- 
punkt erhitzt. Unter stindigem Schiitteln gibt man (langsam!) 
50 g scharf getrocknetes und sehr fein*) pulverisiertes Ghiadin 
bzw. Casein hinzu, das in 150 cem trockenem Methylalkohol auf- 
geschiittelt war. (Das Protein klumpt dann in der Kalilésung 
nicht so leicht zusammen.) Man kocht 1/, Stunde am RiickfluB- 
kiihler, wobei das Protein in Liésung geht. Nunmehr versetzt 
man (zur Neutralisation des Kalihydrats) mit 40 ccm trockenem 
Kssigester und kocht nochmals !/, Stunde. Darauf dampft man 
auf dem Wasserbad ein, zuletzt wird im Vakuum bis zur Trockne 
gebracht. 

Der Riickstand wird im Kolben mit 200 ccm Acetanhydrid 
iibergossen (Reaktion!). Es wird im Vakuum eingedampft und im 
Olbad mit 300 cem Acetanhydrid und 50 g geschmolzenem, pulveri- 
siertem Natriumacetat erhitzt. Man hilt die Temperatur 5 Minuten 
auf 132°. Hierauf wird im Vakuum zu einem diinnen Brei ein- 
gedampft. Man lést nun in 400 ccm trockenem Chloroform. Nach 
12 stiindigem Stehen im Eisschrank wird durch Glaswolle filtriert. 
Die Lisung wird hierauf im Vakuum auf 300 ccm eingedampft, 
worauf sie unter Schiitteln in 2 Liter trockenen Ather eingetropft 
wird. Das ausgefillte Acetylprotein wird auf der Nutsche ab- 


!) Troensegaard, Diese Z. 127, 144 (1923). 

*) Troensegaard, Diese Z. 112, 99 (1920). 

8) Der Methylalkohol wird nach der Angabe von N. Bjerrum, Ber. 
chem. Ges. 56, 894 (1923), entwissert. 

4) Zum Durehsieben gebraucht man Miillergaze Nr. 10 mit 43 Maschen 
je Zentimeter. 
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gesaugt, mit trockenem Ather gewaschen, nochmals mit trockenem 
Ather aufgeschiittelt und wieder abgesaugt, so daB es frei von 
Chloroform ist. Man trocknet im Exsiccator iiber Schwefelsiiure 
im Vakuum. — Da das iither- und chloroformhaltige Acetylprotein 
leicht Feuchtigkeit anzieht und verschmiert, muB man bei der 
Fiillung rasch arbeiten. Das iitherfreie Acetylprotein hilt sich 
an der Luft recht gut. 


Reduktion des Acetylproteins. 


Man reduziert in 3-Liter-Pyrexkolben mit 3 Hiilsen, von 
denen die beiden iiuBeren, kleineren, zwei mit Korkstopfen aut- 
gesetzte RiickfluBkiihler (ebenfalls aus Pyrexglas) tragen. An die 
Kiihler ist eine gute Absaugvorrichtung (fiir die entstehenden 
Gase) angeschlossen. 

In den Kolben kommen 1000 ccm trockener, pyridinfreier 
Amylalkohol?!), der auf 90—95° erwirmt wird. Man gibt 50 g 
Acetylgliadin oder Acetylcasein hinzu, die sich rasch lésen. Man 
erwirmt weiter aut 105° und entfernt dann die Wirmezufubr. 
Nun reduziert man mit 35g in erbsengroBe Wiirfel zerschnittenem 
Natrium und hierauf mit 40 g (durch Schiitteln unter heibem 
Xylol hergestelltem) Natriumpulver.?) Das ganze Natrium wird 
im Laufe von 20 Minuten portionsweise durch den mittleren 
Kolbenhals zugegeben. Das wiihrend der heftigen Reaktion sich 
zusammenballende Natrium wird dabei durch Riihren mit einem 
Glasspatel zerkleinert. Nach der Reduktion kiihlt man unter 
Umschiitteln ab und setzt 500 ccm trockenen Ather zu. Eventuell 
unzersetztes Natrium wird sorgfiltig entfernt. 

Die Lésung wird nun mit 800 ¢ fein zerschlagenem Kis 
unter Schiitteln versetzt. Es bildet sich eine iither-amylalko- 
holische und eine wiiBrig-alkalische Schicht. 

Die erstere Liésung schiittelt man mit 50 ccm 33°/ iger 
Kalilauge aus und entfernt diese. Hierauf wird die Lisung an- 
nihernd mit Phosphorsiure neutralisiert und dann 10 mal mit 
je 50 ccm einer 30 °/,igen NaH,PO,-Losung kriiftig ausgeschiittelt. 
Hierbei gehen die starken Basen in die Phosphatlisung. Die 
Phosphatlésung, die die Basen von 2 Priiparationen, also von 

1) Diese Z. 127, 149 (1923); 184, 149 (1929). 

?) Die Natriumwiirfel stellt man sich am_ besten am Abend vorher 
dar und bewahrt sie in Reagensgliisern im Exsiecator zum Gebrauch fiir 
den niichsten Morgen auf. 
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100 g Acetylprotein enthalt?), wird mit Kaliumcarbonat gesiittigt 
und 5mal mit je 200 ccm trockenem Ather ausgeschiittelt. Die 
Atherlisung enthilt u.a. die Basen C,,H,,N, und C,,H,,N,. Sie 
wird mit Atherischer Salzsiure neutralisiert, wobei die salzsauren 
Salze der Basen als Ol ausfallen. Man gieBt den Ather ab und 
nimmt die délartigen Salze in einer geringen Menge Methanol auf. 
Hat man von diesen Salzen eine hinreichende Menge (aus mehreren 
Priparationen) hergestellt, so werden die Basen mit konzentrierter 
Kaliumhydroxydlésung in Freiheit gesetzt. Die Basen werden in 
Ather aufgenommen, der Ather wird abdestilliert. 

Auf diese Weise wurden aus hydriertem Aéetylgliadin (das 
nach der Acetylchloridmethode hergestellt war) 70 g Basen be- 
reitet. Aus hydriertem Acetylcasein, das in der Hauptsache 
ohne Acetylchlorid hergestellt worden war, wurden 45g dar- 
gestellt. Diese 2 Priparationen wurden in 4 Fraktionen zerlegt. 
Dabei zeigt sich, daB die prozentuale Ausbeute der Basenfraktionen 
bei Gliadin und Casein die gleiche ist. 


Basen aus Gliadin (70 g). 




















g Druck Temp. °/, Ausbeute 
1. Fraktion ”) 20,9 14mm bis 90° 30 
: « 12,5 14 90—130 18 
8. - 10,9 0,2 100—1385 16 
4, 3) 8,8 0,2 130—170 12 
Nicht destilliert 16,5 24 


Basen aus Casein (45 g). 











g Druck Temp. °/, Ausbeute 
1. Fraktion 13,3 14 mm bis 90° 30 
2g 8,9 14 90—130 20 
3. " 7,5 0,2 100—135 17 
4, - 4,0 0,2 130—170 9 
Nicht destilliert 10,7 24 











1) Gewohnlich werden an einem Tag 2 Hydrierungen in 2 Kolben aus- 


cefiihrt. 
2) Ein kleiner Teil der Basen destillierte schon mit dem Ather und 


in Gestalt eines Vorlaufes; die hieraus dargestellten salzsauren Salze werden 
in die erste Fraktion mit hineingereechnet. 

5) Die 4. Fraktion war nicht homogen und wurde umdestilliert. Die 
Hilfte ging unterhalb von 145° iiber und gab ziemlich viel Styphnat. 
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Die Analvse des aus Natronlauge KBr-haltigem Kisessig 
umkrystallisierten Produktes ergab folgende Werte: 

5,215 mg Substanz gaben 11,065 mg CO,, 2,150 me HO, 0580 me bel), 
H 4,61°, le 7,78 | 


Gef C 57,87 ° 


Jodhamin aus Rinderblut. 


Die Verarbeitung gestaltete sich ganz analog der Darstellung 
des Bromhiimins; zum Zentrifugieren wurde eine 24° ige WJ 
Lisung verwendet, die */, Liter Rinderblut entsprechende Blut- 
korperchenaufschlimmung wurde in 2 Liter Eisessig, dem 4,5 ¢ 
Jodkali als konz. Losung zugesetzt waren, eingegossen. Ausbeute 
etwa 2¢. Zur Analyse wurde 0,3 ¢ Jodhimin aus 1,0 cem Pyridin 
und 2,6 cem Chloroform durch Zugabe von 15 cem heibem EKis- 
essig, der 0,6 ¢@ Jodkali enthielt, umkrystallisiert. Wegen der 
reduzierenden Wirkung der Jodwasserstoffsiiture wurde letztere 
vermieden. Die aus Pyridin-f.J-haltigem Eisessig  erhaltenen 
Jodhiimin-lrystalle zeigen nicht die regelmiBige Ausbildung wie 
die direkt aus Blut erhaltenen, obwohl die Analysenwerte 
stimmen. Aus Natronlauge—Eisessig Libt sich Jodhiimin sehr 
wohl in regelmibigen Nrystallen erhalten, doch mub auf eine 
Filtration wegen der auBberordentlich raschen Abscheidung des 
Jodhiimins verzichtet werden. Deshalb kam ein aus Pyridin- 
Jodkali-haltigem Kisessig umkrystallisiertes Priiparat zur Analyse. 


4,469 mg Substanz gvaben 10,905 ing CO,, 1.870 mg HO, 0,496 mg FeO, 


2,332 meg = s QO1O0eem N (16°, 723 mim). 
8,541 mg es - 249mg AgJ. 
C.,H,,0,N,Fed 
Ber © 54,98°/), H 434°, N 753°, Fe 7,52 J 17,11 
Gef. 5 B54T . 4.68 7.70 7.76 .. 15,54 
toa 1D.68 


8,541 ing Substanz gaben 0,918 mg FeO... 


— 
9,235 mg ¥ . 268mg AgJ. 


Bromhamin aus Chlorhamin. 

0,38¢@ Schalfejefthimin wurden in 50 com njo-NaOH gelost 
und unter Eiskiihlung mit verdiinnter Essigsiiure das Hitmatin 
ausgefilllt, moéglichst rasch filtriert und mit eiskaltem Wasser 
chlorfrei gewaschen. Das abgesaugte Hiimatin wurde abermals 
in kalter n 5-NaOH gelist, mit HEssigsiiure gefallt, filtriert und 
moglichst rasch, jedoch griindlich mit. eiskaltem Wasser durch- 
CXCHL, V1 
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cewaschen. Der noch feuchte Hiimatinschlamm wurde mit einigen 
Tropfen 10°), iger NaOH angerihrt, bis vollige Loésung. ein- 
getreten war und in 200 ccm heiben Eisessig, der 0,2 ¢ KBr 
und 4 com 48°) ige Bromwasserstofisiiture enthielt, rasch ein- 
gegossen, das Ganze moglichst rasch heii durch ein Falten- 
filter filtriert, wobei eine geringe Menge teilweise krystallisierten 
Produktes auf dem Filter blieb, wihrend 0,1 g¢ Bromhiimin in 
regelmibig ausgebildeten Krystallen nach mehreren Stunden aus 
der Losung auskrystallisierte. Die Analyse ergab folgende Werte: 


5.715 ne Substanz gaben 12,290 mg CO,, 2,285 mg H,O, 0,660 mg Fe,O,. 
6.579 my “i - 1690 me Agbr. 
C.H,,O,N,FeBr 
Ber, ©5862, 463°, Fe 8,03 °/, Br 11,48 °/, 
(ret. 15 08365 » 4,94 5 $,08 5» 11,38 


Jodhamin aus Chlorhamin. 
Die Darstellung des Jodhiimins aus Schalfejeffschem 
Hiunin wurde ganz analog der des Bromhiimins vorgenommen. 
Die O4¢ Chlorhiimin entsprechende Menge in NaOH geldsten 


Pa) 








Hiimatins wurde in 200 ccm Ejsessig, der 0.2 ¢ Jodkali gelést 
enthielt, eingegossen. Es  schieden sich 0.85 g¢  durchwegs 
krvstallisiertes Jodhimin ab. Nach dem = Abfiltrieren wurde 
nach der oben beschriebenen Methode aus Pyridin und Jodkali- 
haltigem = Eisessig (ohne H.J-Zusatz) umkrystallisiert, wobei 
aus den urspriinglich regelmiBbig ausgebildeten Nrystallen mehr 
wetzsteinartige Formen erhalten wurden. Die Analyse ergab 
folgende Werte: 


140mg Substanz eaben 9,965 me CO,, 1,985 ing H,,¢ ), 0,535 mg Fe,Q,. 


2,794 mg ¥ . O188cem N (18°, 717 1nm’, 

9,221 mo Me : ? Ssoinge AgJ, 1,013 Ing lef My. 

8.303 me a 2.597 mg AgJ, 0,902 mg e,Q,. 

C,,H,,0,N,hed 

Ber. C 54,98°/, H 4,34°), N 17,53 Ie 7,52 @ t741 *), 

(ref... 55,01 ys 00 i 4,45 yy .. 16,738 
7.68 16.73 
7.60 


Bromhamin aus Protoporphyrin. 
Die Eiseneinfiihrung vollzog sich ganz analog der von 
H. Fischer und B. Piitzer!) angegebenen Vorschrift mit drei- 


') Diese Z. 154. 39 (1925). 
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wertigem Eisen. Es wurde lediglich an Stelle der Ferrichlorid- 
losung eine Autlédsune von durch mehrmaliges Zentrifugieren 
absolut chlorfrer gewaschenem IeOH), in Kisessig (Kisengehalt 
1°), gravimetrisch bestimmt) verwendet. AuBerdem wurde Brom- 
natrium zugesetzt. Das erhaltene Produkt war revelmiiBig in 
abgeschrigten Prismen krystallisiert 

Die Analyse des im Vakuum bei 110” getrockneten hérpers 
ergab tolgende Werte: 


4,405 mg Substanz gaben 9,500 ng CO,, 1,800 me HO, 0,505 ng Fe,O,. 


8,025 ng ‘ ‘i 0,204 com N (19°, 715 mim), 
4.605 me = lee2me Agbr, 0.511 mg Fe, Ox. 
4,427 ing ; 20mg AgBr, 0,491 mg Fe,O,. 
3,690 mg a ” 0,247 com N (21°, 741 min). 
4,369 mg « .. 0,293 eem N (21% 741 mm). 


C, ,H,,.0,N,FeBr 


Ber. C 58,62 °/, H 4,63 °/, N 8,05 °/, Ie 8,03 °/, Br 11,48°, 

Gef.  ,, 58,82 a Moe ‘a See », 8,02 » 11,28 
1,58 7.76 RS 
4,09 4340 


Jodhamin aus Protoporphyrin. 


Die direkte Darstellung aus Protoporphyrin mubte umgangen 
werden, um den zur Lésung des Protoporphyrins in Hisessig not- 
wendigen Zusatz von Jodwasserstofisiiure auszuschheBen. Das 
Jodhiimin wurde aus einem Chlorhiimin gewonnen, das aus Proto- 
porphyrin mit Ferroacetat dargestellt war. Die Darstellung war 
in allen KEinzelheiten dieselbe wie bei der Gewinnung von .Jod- 
hiimin aus Schalfejeffhiimin. Die Ausbeute aus 0,3 ¢ betrug O02 ¢ 
Jodhiimin. Zur Analyse wurde aus Pyridin—Chloroform und_ jod- 
kalihaltigem Eisessig umkrystallisiert, wobei die urspriinglich 
prismenférmigen Krystalle in die oben erwiihnte wetzsteinartige 
Form iibergingen. Die Analyse ergab folgende Werte: 


4,965 ing Substanz gaben 9,935 mg CO,, 1.920 mg HO, 0,515 ng Fe,O 


2,680 mg Re ~ O79 com N (20°, 706 min). 

4,035 meg m . 8,260 mg CO,, 1,620 mg HO, 0,485 ng Fe,O.. 
2.905 mg “7 0.196 eem N (20°, 710 mm). 

1.743 mg a ‘s 29mg AvJ, 0.518 mg Fe,O,. 

7,050 mg “ re 196 mg AgJ, 0,758 ing Fe,O,. 

4,084 meg - » 8838 mg CO,, 1,55 mg H,O. 

3,644 mg ‘s 7,45 mg CO,, 1,45 mg H,O. 


1} ° 
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C,,H,,0,N,Fed 


Ber. C 54.98%, H 4,34 ° N 7,53 re 142 */, o £a,08*s, 
(ref. 47 4.33 ice si20 14,70 
63 1,29 1,04 » 19,05 
S35 145 7,52 
7H » 4,99 yy Ayko 7,4 


Herr Professor Steinmetz stellte uns iiber die krystallo- 
eraphischen Eigenschaften der auf verschiedene Weise gewonnenen 
Brom- und Jodhiimine folgenden krystallographischen Befund 
zur Vertiigune: 

.Die Praiparate la—e (Bromhiimin aus Rinderblut, aus 
Chlorhiimin und aus Protoporphyrin) zeigen nach Ausbildungsweise 
und Auslischungssehiefe keine Unterschiede, die so groBb wiren, 
dali man eine Nichtidentitiit behaupten kénnte. Sie sind anderer- 
seits nicht so gut ausgebildet, um die Identitiit streng zu beweisen. 
Man mubB daher die durch die chemische Herstellung als wahr- 
scheinlich vorhegende Identitiit auch vom krystallographischen 
Standpunkt als wahrscheinlich bezeichnen. 

Ila (Jodhiimin aus Rinderblut). Vollkommen undurchsichtige, 
undeutlich begrenzte Prismen. Es macht indessen den Eindruck, 

i. 


als wiirden die Prismen in einer anniihernd unter 75° gegen die 








ljingskante geneigten Kante abspalten. 

Il} (Jodhiimin aus Chlorhiimin’. Wie vorher; man_ findet 
vereinzelte eut ausgebildete Endkanten unter 58S—59° gegen die 
lfingskanten, daneben, ebenfalls vereinzelt, wieder die bei 
Ila beobachteten weniger scharf ausgebildeten Spaltungskanten 
unter 7° 
Ile (Jodhiimin aus Protoporphyrin). Wie bei IIb. 


Spolthunte = Ligerhinite 


58-59? 


lig. 3. 


Das gemeinsame Auftreten der durch Spaltung gebildeten 
Endkanten macht eine Identitiit der drei Priiparate héchst wahr- 


scheinlich. 
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Weiterhin hatte Herr Professor Steinmetz die Freundlich- 
keit, das auf Seite 140 oben erwihnte, durch Umlésen mit Natron- 
lauge erhaltene Hiimin der krystallographischen Untersuchung zu 
unterziehen mit folgzendem Ergebnis: .Flache Prismen mit schiefer 
Kndigung. Die Schwingungsrichtung der starken Absorption liegt 
gegen die Liingskante der Prismen 82 33° (im spitzen Winkel) 
geneigt; die Neigung der kurzen Begrenzungskante gegen die Liings- 
kante libt sich ziemlich scharf zu 58!/,° bestimmen” (vgl. Fig. 6), 


4 b4 } ae 
33 
SLMS sri Tbs 
ve BS 
$f SOS schur fis . 
$5 
Fig. 6. Fig 7 


Bei synthetischem Protohiimin, aus analytischem Proto- 
porphyrin erhalten, stellte Professor Steinmetz folgendes fest: 
 Ahnliche Ausbildung, doch ist die kurze Begrenzuneskante stets 
etwas gerundet und unter einem spitzigeren Winkel gegen die 
Liingskante gestellt. Die analoge Schwingungsrichtung ist prak- 
tisch dieselbe wie oben, daher ist eine Identitiit wahrscheinlich : 
manchmal Durchkreuzungen zweier Krystalle unter 95 bezw. 85“ 
(vel. Fig. 7). 


Porphyringehalt von Haminen. 


Gelegentlich der Darstellung von Protohiimin aus Proto- 
porphyrin mit FeCl, wurde beobachtet, daB das abtiltrierte und 
mit Kisessig durchgewaschene Reaktionsprodukt einen nicht un- 
betrachthchen Gehalt an Protoporphyrin aufwies, obwoll die 
Mutterlauge durchaus porphyrinfrei war. Mit rauchender Salz- 
siiure leB sich dem so dargestellten Hiimin kein Porphyrin ent- 
aiehen, wohl aber lieB es sich nachweisen, wenn das Hiimin in 
Pyridin gelist und in viel Ather eingetragen wurde; mit 7°) iger 
Salzsiiure lief es sich aus dem Ather extrahieren, Eine kolori- 
metrische Bestimmung ergab einen Porphyringehalt von 8,61° , 
des Hiimins. 

Dieselben Verhiltnisse lieBen sich reproduzieren durch Zu- 
sammenkrystallisieren von Schaifejefthiimin und Protoporphyrin. 








166 Fischer, Treibs u. Zeile, Zur Kenntnis des Hiimins. Hiimatins usw. 


50 mg Schalfejefthiimin und die einem Mol entsprechende Menge 
von 43 ig Protoporphyrin wurden in 0.2 cem Pyridin und 0.8 cem 
Chloroform gelést und in 5cem heiben Kisessig, der einige Tropfen 
konzentrierter HCl und. gesiittigter Kochsalzlésung enthielt, ein- 
getragen. Derselbe Versuch wurde mit 2 Mol Protoporphyrin unter 
sonst gleichbleibenden Bedingungen durcheefiihrt. Die erhaltenen 
Hiiminpriiparate waren zwar klein, aber regelmiBig krystallisiert. 
Die Mutterlauge war stark porphyrinhaltig, nach dem Abfiltrieren 
lieB sich mit salzsiiurehaltigem Eisessig etwas Porphyrin aus beiden 
Priiparaten auswaschen. bBeide Priiparate wurden mit konzen- 
trierter HCl kurz aufgekocht, an die sie kein Porphyrin mehr 
abgaben. Nach dem Durchwaschen mit Alkohol-Ather wurde 
bei SO°® konstant getrocknet. Die kolorimetrische Bestimmung 
des Porphyringehalts wurde, wie oben beschrieben, durch Lésen 
in Pyridin, KingieBen in '/, Liter Ather und mehrmalige Extrak- 
tion mit 7° \iger Salzsiiure und Vergleich dieses Extraktes mit 
einer Standard-Lésung, von Protoporphyrin in 7°/ iger HCl 
durchgefiihrt. Das mit einem Mol Protoporphyrin) zusammen- 
krystallisierte Hitminpriiparat enthielt) 18,25°/, Protoporphyrin, 
das mit 2 Mol Protoporphyrin zusammenkrystallisierte Hiimin 
enthielt davon 20,80°/). 

Mit Mesohiimin und Atiohiimin wurden unter denselben Be- 
dingungen je ein Mol des entsprechenden Porphyrins zusammen- 
krystallisiert; die kolorimetrische Messung des Mesohiiminpriiparats 
ergab einen Gehalt von 6,68°/, Mesoporphyrin, wiihrend das Atio- 
hiimin nur Spuren Porphyrin enthielt. 

Die mit Ferroacetat bei Luttzutritt hergestellten Himine 
enthalten keine Einschliisse von Porphyrin, da die Eisenemfihrung 
in diesem Falle offenbar rascher verliuft als die Krystallisation 
des Hiimins. 


Berichtigung. 


Diese Z. 191, S. 61, dritter Absatz lies statt 5 ¢: 5 me. 
Diese Z. I. S. 62. erste Zeile lies statt Dimethylester: Trimethylester. 
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Uber antigene Eigenschaften der Hefesaccharase. 
Von 


Kadzuma Matsuoka. 
(Aus der Priifungs-Abteilung des K, Instituts fiir Intektionskrankheiten, ‘Tokio 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. september 1030.) 


I. Einleitung. 

Uber immunologische Studien an Invertin berichten Schiitz 
und Bergell, daB sie durch lange fortgesetzte subkutane In- 
jektionen von Invertin (Merck) in’ ein’ Waninchen ein Serum 
erhielten, welches etwa 5°) von der optischen Drehung hemmte. 
K. Knatffl-Lenz konnte dagegen beim Kaninchen, welches mit 
dem nach der Methode von Kuler dargestellten Invertinpriiparat 
(Saccharasepriiparat) immunisiert wurde, solche — sogenannte 
Hemmungswirkune nicht nachweisen: dagegen konnten kK. Abder- 
halden und FE. Wertheimer beim Immunisierungsversuch an 
Kaninchen, welche mit den nach Kuler bereiteten, schwach wirk- 
samen Invertinpriiparaten durchgetithrt wurden, das Auttreten der 
die optische Drehung hemmenden Wirkung wiedertinden. 

Das besondere Interesse der Saccharose-Immunitiit beruht 
auf der Angabe, dab die dabei zutage tretende Drehungswir- 
kung spezitisch ist. Weinland, Abderhaiden und Kopfberger, 
Abderhalden und Grigorescu, und andere beobachteten bet 
der KXaninchen- und Hundimmunitiit stets «das Auttreten der 
Drehungswirkung; dagegen behauptet Brahm, dab das Resultat 
von Weinland nicht einwandfrei ist, und Kumagai sagt auch: 
Dasselbe Resultat kénnte nur bei jungen WKaninchen immer be- 
obachtet werden, dagegen bei den erwachsenen nur bei Injektion 
von groben Mengen. Dagegen konnte E. Knattl-Lenz auch 
nicht durch die Injektion groBer Mengen von Saccharose (Merck 
an erwachsenen laninchen solche Erscheinung beobachten. 


II. Versuchsmaterialien und Arbeitsmethoden. 

1. Kulersches Invertinpriiparat (EK. Invertinpriiparat. Diese 
Substanz wurde aus dem Bierhefeautolysat dargestellt und mehrere 
Male wiederholt gereinigt nach der Methode von Kuler, Joseph- 
son und Willstiitter, sie zeigte allgemeine Eiweibreaktionen 
und war schwach wirksam. 
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2. Hosoyasches Invertinpriap:rat (H. Invertinpriiparat). Es 
wurde aus 209,0 com Bierhefeautolysat nach der sogenannten 
Bakterientoxinreinigungsmethode von Hosoya und Miyata dar- 
gestellt, es war farblos und durchsichtig, zeigte nur noch sehr un- 
deutlich eine Biuret- und Millonsche-Reaktion; seine Inversions- 
filhigkeit 20,63. 

Als Antigene wurden benutzt auber den obengenannten 
beiden Substanzen auch solche, welche durch Erhitzung des Euler- 
schen Priiparates auf dem Wasserbade auf je 50°C oder 80° © 
withrend einer Stunde erhalten wurden, daneben auch solche, 
welche durch Zusatz von Schweine- oder Meerschweinchenserum 
als dem <Aktivator zum Eulerschen Praparat bereitet wurden. 
Sie wurden fiinfmal zu je 10,0ccm in einer Reihe in die Vene 
des Ohrlappens des Naninchens (vom NKorpergewichte: 1,280 bis 
2,400 2) eingespritzt, und dadurch wurde dieses Tier immunisiert. 

4. Die WKaninchen (vom hoérpergewichte: 1,700—2.200_ g) 
wurden je fiinfmal mit 5,0——-7,0 g Saccharose (Merck) von 
der Vene des Ohrlappens aus immunisiert einerseits mittels der 
50° igen Saccharoselésung in der physiologischen Kochsalzlisung 
als des Iimmunogens, andererseits mittels des Gemisches von dem 
frischen Schweineserum und der physiologischen Nochsalzlisung 
in der gleichen Menge. 

>. Die Bestimmung der optischen Drehung wurde mittels 
des Lippichschen Polarisationsapparates nach der tiblichen 
Methode (vel. z B. Euler und Josephson) ber 18° © durch- 


vefiihrt. Rohrlinge 10cm. 


III. Ergebnisse der Versuche. 


1. Wiihrend nach den Angaben von EK. Knaffl-Lenz beim 
Antikaninchenserum, welches mit Hefesaccharase bereitet wurde, 
gar keine Hemmungswirkung fiir die optische Drehung zu beob- 
achten wire, konnte ich innerhalb des Umfanges meiner Experi- 
mente zeigen, daB zwischen den Antikaninchenseren, welche bei 
Verwendung der aus dem [Bierhefeanutolysat einmal nach Kuler, 
Josephson und Willstiitter, ein anderes Mal nach Hosoya und 
Miyata bereiteten Priiparat erhalten wurden, und den normalen 
Kaninchenseren deutliche Unterschiede der Drehungsgrade be- 
merkbar waren, was also auf die Entstehung des sogenannten 
Hemmungskérpers  zuriickgetiihrt werden mag, ein Ergebnis, 


welches mit dem von Abderhalden und Wertheimer. iiber- 


eistimmet. 




















Spaltprodukte aus hydrierten Proteinen. I. 177 


Aus der 1. Fraktion wurden Piperidin und Isoamylamin iso- 
liert; Fraktion 2 gibt die Base C,,H,,N,; Fraktion3 und der am 
leichtesten siedende Teil von Fraktion 4 gibt die Base C,,H,.N,,. 


I. Piperidin. 


Fraktion 1 wird in absolutem Alkohol gelist und mit alko- 
holischer Salzsiiure neutralisiert. Auf vorsichtigen Zusatz von 
trockenem Ather fillt der gréBte Teil des Piperidinhydrochlorids 
krystallisiert aus. Bei weiterer Zugabe von Ather scheidet sich 
ein Ol ab. Dieses wird in warmem, trockenem Aceton gelist. 
Beim Abkiihlen erscheinen Krystalle, die ein Gemisch der Hydro- 
chloride von Piperidin und Isoamylamin darstellen. Die beiden 
Basen werden als Chloroplatinate voneinander getrennt, das 
Chloroplatinat des Piperidins ist in Wasser leicht lislich. 

Das Isoamylaminchlorhydrat wurde aus_ trockenem 
Aceton umkrystallisiert, wobei zentimeterlange Nadeln erhalten 
wurden, die den fiir diese Substanz charakteristischen Schmelz- 
punkt 216° (unkorr.) zeigen. 

5,078 mg Substanz gaben 9,11 mg CO, + 5,20 mg H,O. 


2,601 mg “i » 0,255 cem N (22,5°, 759 mm). 
C;H,,N-HCl (123,6) Ber. 48,54 °/, C 11,42°/, H 11,34°/, N 
Gef. 48,93 11,46 11,30 


Das Piperidin wurde ebenfalls als Chlorhydrat vom geforderten 
Schmelzp. 242° (unkorr.) isoliert und analysiert. 
4,856 mg Substanz gaben 8,82 mg CO, + 4,26 mg H,0. 
C,H,,N-HCl (121,6) Ber. 49,35°/, C 9,92 °/, H 
Gef. 49,54 9,82 
Die beiden Basen bilden ungefihr die Halfte der Basen von 
Fraktion 1, die anderen Basen wurden nicht identifiziert. 


IL Base C,,H,,N,. 


Pikrat. Fraktion 2 wird in viel Alkohol gelést und mit 
einer alkoholischen Pikrinsaéurelésung versetzt. Die ausgetallene, 
krystallinische Masse wird mehrfach aus viel 50 °/,igem Alkohol, 
der etwas Pikrinsiure enthalt, umkrystallisiert. Zur Analyse 
wird bei 80° iiber P,O, getrocknet. 


Pikrat aus Gliadin: 
4,704 mg Substanz gaben 7,40 mg CO, + 1,89 mg H,0. 
2,360 mg ™ » 0,357 eem N (22°, 756 mm). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIII. 12 
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Pikrat aus Casein: 
5,390 mg Substanz gaben 8,40 mg CO, + 2,14 mg H,O. 


3,160 mg ” » 0,480 ccm N (22°, 756 mm). 
C,,H..N,(CgH,N;,0,), (643,3) Ber. 48,11°), C 4,41°/, H  17,50°/, N 
Gef. 42,91 4,5 17,40 
» 42,50 4,44 17,49 


Molekulargewichtsbestimmung: 46,6 mg Pikrat in 825mg Campher 
gelést gaben eine Schmelzpunktserniedrigung von 4 = 9,0°. 


Ber. 643,38 Gef. 637. 


Das Pikrat bildet hellgelbe, lange Krystalle, die bei 220° 
sintern und bei 231° (unkorr.) sich unter Aufschiumen zersetzen. 
Es ist duBerst schwer léslich in heibem Alkohol, ebenso sehr 
wenig in heibem Wasser. Es wird am besten aus heifem, 
50°/,igem Alkohol unter Zusatz von etwas Pikrinsénre um- 
krystallisiert. 

Chloraurat. 2g des Pikrats werden im Scheidetrichter mit 
30 com 15°/,iger Salzséure geschiittelt und mehrmals mit Chloro- 
form extrahiert. Die farblose salzsaure Lésung wird abgelassen, 
das geléste Chloroform wird durch einen Luftstrom aus ihr ent- 
fernt. Zu der waBrigen Lésung des Hydrochlorids wird eine 
50°/,ige Goldchloridlésung gegeben, wobei Krystallisation erfolgt. 
Das Goldsalz wird aus verdiinnter Salzsiiure unter Zusatz von 
etwas Goldchlorid umkrystallisiert. Die Krystalle werden mit 
wenig verdiinnter Salzsiure ausgewaschen. Es wird bei 80° iiber 
P,O, und KOH im Vakuum getrocknet. 


5,181 mg Substanz gaben 2,890 mg CO, + 1,31 mg H,O + 2,363 mg Au. 


4,419 mg - » 2,470 mg CO, + 1,08 mg H,O + 2,010 mg Au. 
3,110 mg és 5 0,086 cem N (19°, 753 mm). 
7,105 mg 7 » 3,255 mg Au. 


C,,H,,N,(HAuCl,), (862,3) 
Ber. 15,31 °/, C 2,81°/, H 3,25 °/, N 45,74 °/, Au 


Gef. 15,22 2,83 3.20 45,61 
- 15,25 2,73 —_ 45,49 
” sea wid = 45,81 


Das Goldsalz bildet hiibsche, millimeterlange Krystalle, die 
bei 197° (unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. Es ist mibig 
léslich in verdiinnter Salzsiiure, leicht léslich in Alkohol; durch 
Kochen der salzsauren Lésung wird es nicht zersetzt. 

Die Lésung des Hydrochlorids (vgl. oben) gibt mit Reinecke- 
salz ein krystallisiertes Reineckeat vom Schmelzp. 185° (unkorr.). 
Mit Platinchlorid entsteht nur bei sehr groBer Konzentration ein 
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krystallisierter Niederschlag. — Nach van Slyke wird kein Stick- 
stoff entwickelt. Die Probe auf Methylimid oder Athylimid ist 
negativ. Beim Schiitteln mit m-Nitrobenzoylchlorid in alkalischer 
Lésung bildet sich nur m-Nitrobenzoesiiureanhydrid. 


Ill. Base C,,H,,N,. 


Styphnat. Die Fraktion 3 und der am leichtesten siedende 
Teil von Fraktion 4 werden in Alkohol gelést, die alkoholische 
Lésung wird mit einer alkoholischen Styphninsidurelésung ver- 
setzt. Der Niederschlag wird mehrfach aus viel 50 °/,igem Alkohol, 
der etwas Styphninsiure gelést enthilt, umkrystallisiert. Es wird 
bei 80° tiber P,O, im Hochvakuum 2 Stunden getrocknet. 


Aus Gliadin: 5,040 mg Substanz gaben 8,165 mg CO, + 1,80 mg H,O. 


2,376 mg ™ » 0,314eem N (20,5°, 757 mm). 
Aus Casein: 4,748 mg »  71,62mg CO, + 1,66 mg H,0O. 
2,410 mg - »  9,319ceem N (21,5°, 757 mm). 


C1 4H 2No(CoHsN30g), = CyoHygN,O,5 (708,3) 
Ber. 44,05°/, C  3,98°/, H —-15,82°/, N 
Gef. 44,19 4,00 15,29 
1) 48,77 3,91 15,28 

Das Styphnat bildet wollige Krystallnadeln, die bei 225° 
sintern und bei 234° (unkorr.) unter Aufschiumen schmelzen. Die 
Styphnate der aus Gliadin und Casein dargestellten Basen zeigen 
den gleichen Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt. Das Salz ist 
sehr wenig lislich in heiBem Alkohol und heibem Wasser, Am 
besten laBt es sich aus 50°/,igem Alkohol unter Zusatz von etwas 
Styphninsiure umkrystallisieren. 

Chloroaurat. Das Chloroaurat wird aus dem Styphnat 
analog dargestellt wie das Chloroaurat der Base C,,H,,N,. Zur 
Analyse wird im Vakuum bei 80° iiber PO, + KOH getroc ‘knet. 

4,990 mg Substanz gaben 3,435 mg CO, + 1,15 mg H,O + 2,189 mg Au. 

2,862 mg “ » 0,078 cem N (19°, 759 mm). 

C,,H..N,(HAuCl,), (898,3) 

Ber. 18,70°/, C 2,69 °/, H 3,11 7, N 43,91°/, Au 

Gef. 18,77 2,58 3,18 43,87 

Das Goldsalz bildet schéne Krystalle, die beim Erhitzen aut 
etwa 185° dunkel werden. Bei 197° (unkorr.) schmelzen sie unter 
Zersetzung. Die Goldsalze der Basen aus Gliadin und Casein gaben 
gleiche Schmelzpunkte und Analysenzahlen. Die Substanz ist 
wenig léslich in verdiinnter Salzsiiture. Beim Kochen der Lisung 


erfolgt keine Zersetzung. In Alkohol ist sie leicht lislich. 
12° 
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Chloroplatinat. Es laBt sich ganz analog darstellen wie 
das Chloroaurat. 

10,869 ng Substanz gaben 3,361 mg Pt. 

C,H, N,-H,PtCl, (628,2) Ber. $1,08°/, Pt 
Gef. 30,95 

Das Chloroplatinat bildet hiibsche Krystalle, die bei 247° 
dunkel werden und bei 257° (unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. 
Ks ist sehr schwer léslich in Wasser. 

Pikrat. Aus der Liésung des Chlorhydrats liBt sich ein 
schén krystallisiertes Pikrat darstellen. Es wird mehrfach aus 
50 °/,igem Alkohol unter Zusatz von etwas Pikrinsiure um- 
krystallisiert. Das Salz sintert bei 230° und schmilzt bei 242° 
(unkorr.) unter Aufschiumen. Es ist in Wasser und Alkohol 
schwer ldslich. 

Molekulargewichtsbestimmung: 14,4 mg Pikrat in 176,5 mg Campher 


gelést gaben eine Schmelzpunktserniedrigung 4 = 6,0°. 
C,,H3.N.(CgH,N,0;), Ber. 676 Gef. 545 


(Beim Erhitzen firbte sich die Lésung dunkel, so daB wohl eine ge- 
wisse Zersetzung stattgefunden haben diirfte.) 


Die Lésung des Chlorhydrats zeigt ebenso wie die von der 
Base C,,H,,N,: Keinen van Slyke-Stickstoff, kein Methylimid und 
kein Reaktionsprodukt mit m-Nitrobenzoylchlorid. 
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Uber den Aktivator Z. 
VI. Mitteilung.") 
Von 
Tore Philipson. 


Mit 2 Figuren im Text. 


‘Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1930.) 


In der vorigen Arbeit iiber diesen Aktivator war die Auf- 
merksamkeit auf seinen event. Zusammenhang mit anderen Fak- 
toren gerichtet. Es wurde dabei festgestellt, dab die aktivierende 
Wirkung des Hefekochsaftes auf die Giarung der Oberhefe R 
weder auf Vitamin B, noch auf den Zuwachsfaktor Bios zuriick- 
gefiihrt werden kann. Es wurde auch die Natur des Aktivators 
beziiglich seines komplexen Baues untersucht und dabei hat sich 
ergeben, daB der Z-Effekt das Resultat des Zusammenwirkens 
von mehreren Substanzen ist, obschon die Versuche keine Schlub- 
folgerung iiber die Art dieser Faktoren und ihre Zusammen- 
wirkung zu ziehen erlaubten. 

In der IV. Mitteilung wurde die reinigende Wirkung auf den 
Z-Aktivator verschiedener chemischer Reagentien untersucht. Diese 
Reinigungsversuche sind hier wieder aufgenommen worden, und 
zwar mit dem Ziel, ein méglichst reines Priiparat herzustellen, 
wobei der Effekt verschiedener Variationen studiert wurde. AuBer- 
dem wurden einige friiher erwihnte Erscheinungen einem niiheren 
Studium unterworfen, nimlich die Eigenschaften der Hefeauto- 
lysate und die Widerstandskraft verschiedener Priiparate gegen 
Sauren und Alkalien (Hydrolyse). 

In der Methodik sind keine Veriinderungen gegeniiber der 
letzten Arbeit eingefiihrt. 


1) Die friitheren Mitteilungen: Diese Z. 140, 146 (1924); 141, 297 
(1924): 176, 258 (1928); 178, 202 (1928); 193, 15 (1930). 
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I. Reinigungsversuche. 


Als Ausgangsmaterial wurde auch hier der Hefekochsaft der 
Firma Knoll A.G., Ludwigshafen, verwendet. Dieser Saft hat mit 
der hier verwendeten Girungssuspension die Aktivitit H.-A. = 7,8 
bis 8,5.?) 

Dialyse. Dieses Ausgangsmaterial wurde, wie friher, einer 
Dialyse unterworfen. Diese Operation kann verschiedenartig aus- 
gefiihrt werden, wobei Priparate verschiedener Reinheit resul- 
tieren. Ks ist dann zu entscheiden, ob Wert auf Ausbeute oder 
Reinheit des Priparates gelegt werden soll. Im ersten Falle soll 
natiirlich die Dialysezeit méglichst lang sein, wobei sich der 
Aktivator zwischen AuBen- und Innenfliissigkeit gleichméBig ver- 
teilt, was auch in der III. Mitteilung angegeben wurde. Folgender 
Versuch ist eine quantitative Feststellung iiber diese Verteilung 
der Aktivitiit. 

Tabelle 1. 





Priiparat Anzahl Z-Einh. | Volumen cem | H.-A. in mg 
Kochsaft ... . 35.000 1800 7,8 
| ee 21500 3000 7,3 











Summe: 4800 


Die obenstehende Dialyse wurde mit der doppelten Menge 
Wasser gegen Kochsaft bei 12 Stunden Dialysezeit ausgefiihrt. 
Es 1aBt sich errechnen, da’, wenn die im Hefekochsaft urspriing- 
lich vorhandenen 35000 EKinheiten sich in das Gesamtvolumen 
4800 ccm gleichmifig verteilt hitten, so wiirden auf die 3000 ccm 
des Dialysates 21800 Kinheiten kommen. Die Garung gibt mit 
21500 Einheiten eine zufriedenstellende Ubereinstimmung. Bei 
einem solchen Verfahren erhalt man also die ,,theoretische* Aus- 
beute an Aktivator. Die letzte Kolumne der Tabelle gibt aber 
an, dab das Dialysat beinahe dieselbe H.-A. wie das Ausgangs- 
material hat, so daB dadurch eine Reinigung nicht erhalten wird. 
Man erreicht nur, daB die hochmolekularen, nicht dialysierenden 
Stoffe .entfernt* werden. 

Wenn man durch die Dialyse ein reineres Priparat zu er- 
halten anstrebt, miissen viel kiirzere Dialysezeiten verwendet 
werden. Die besten Resultate sind mit einem Verfahren gemaB 


—— — 


1) Uber die Bedeutung dieser Aktivitiitsbezeichnung vgl. IV. Mitteilung. 
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der Angabe der IV. Mitteilung erhalten worden, also mittels 
Dialyse gegen etwa die doppelte Menge Wasser wihrend 1,5 bis 
2 Stunden. Dabei nimmt man mit Vorteil 2 Fraktionen, da die 
2. Fraktion von derselben Reinheit zu sein pflegt. Der Reini- 
gungseffekt ist bei den verschiedenen Versuchen ziemlich ver- 
schiedenartig. Einerseits sind nimlich zwei Kochsifte einander nicht 
gleich und andererseits ist die Durchlissigkeit der Membrane 
etwas verschiedenartig. 

Mit dieser kiirzeren Dialysezeit werden also Priparate mit 
der Aktivitat H.-A. = 5,5—6,5 erhalten. Der untere Wert ent- 
spricht dem Reinigungseffekt, der in der IV. Mitteilung angegeben 
ist. Dabei hat das erste Dialysat die H.-A. 2,3 aus 3,3 im Aus- 
gangsmaterial und hier kommen 5,5 aus 8,1. Eine Reinheit der 
zweiten Fraktion entsprechend H.-A. 1,5 aus 3,3 ist indessen bei 
dieser Untersuchung nie beobachtet worden. 

Blei—Quecksilberfillung. Diese Methode ist auch in der 
letzten Arbeit benutzt und wurde nun wiederholt, um die Reini- 
gungseffekte naher zu studieren. Kin Dialysat wurde also mit 
heiBer, konzentrierter Bleiacetatlisung gefallt, wobei Uberschub 
an Fallungsmittel durch Ausprobieren vermieden wurde, um 
nicht unnétig viel Kssigsiiure in die Lésung einzutragen. Nach 
Priifung wurde mit konzentrierter HgCl,-Lésung ebenso voll- 
stiindig ohne zu groBen UberschuB gefillt. Die Aktivitiiten der 
beziiglichen Lésungen gestalten sich folgendermaBen: 


Dialysat ....... HA. = 17,8 
| ne » = 6,65 
oe » = 4,9 


Dies entspricht etwa der Reinigung von %/,. 


Die Folge der Operationen wurde nun geiindert. Kine Koch- 
saftflasche wurde nach Zugabe von etwas Wasser mit Baryt voll- 
stindig gefallt und Fiallung abzentrifugiert. Das Zentrifugat war 
nicht klar, wurde aber mit konzentrierter Schwefelsiure schwach 
angesauert und direkt mit PbAc, gefillt. Zentrifugat opalisierte 
stets, das PbS-Filtrat nicht mehr. Diese Lésung wurde dann 
erst dialysiert mit 300 ccm gegen 500 ccm Wasser wihrend 
3 Stunden. Dialysat wurde mit HgAc, gefallt. Folgende Tabelle 2 
gibt die Resultate an. 

Es ist dann zu verzeichnen, da das Dialysat dieselbe Rein- 
heit wie das Hg-Filtrat der vorigen Versuchsserie aufweist. Man 
hitte dann erwarten kénnen, daB die Quecksilberbehandlung zu 
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Tabelle 2. 




















Priparat H.-A. in mg | Anzahl Z-Einh. 
ae 8,1 12000 
Pb-Filtrat. . . . . 7,1 11000 
Dialysat . ... . 4,8 9600 
HgAc,-Filtrat . . . 5,8 6 700 


einem noch reineren Priparat fiihren wiirde. Das ist aber nicht 
der Fall, da indessen ein recht betrichtlicher Verlust an Akti- 
vitit eintrat, wodurch das Priparat an Reinheit verloren hat. 
Dies ist ein iihnliches Resultat wie in der IV. Mitteilung, daB 
der Effekt der Quecksilberbehandlung von den vorhandenen Sub- 
stanzen des Priparates (= von der vorhergehenden Behandlung) 
abhingt. 

Es wurde dann die erste Methode wieder aufgenommen, aber 
die Hg-Fiallung wurde statt mit Chlorid mit Acetat ausgefiihrt, 
wozu eine kalt gesittigte Loésung verwendet wurde. Die be- 
ziiglichen Aktivitiiten sind folgende: 


Dialysat . ...... HeA. = 5,5 
Pb-Filtrat ...... 4 =4)4 
Mg-Miltrat 2. . 1 2 so » 3,8 


Das Hg-Filtrat ist also hier in bezug auf den Kochsaft etwa 
2,5 mal reiner, es ist die héchste mit dieser Methode und diesem 
Ausgangsmaterial erhaltene Reinigung. (Quecksilberacetat und in 
gréBerem MaBe das Nitrat erzeugen eine betrichtlich gréBere 
Fallung in den Priparaten als es mit dem Chlorid der Fall ist. 
Deshalb diirfte die Verwendung besonders des letzteren Reagenzes 
zu besseren Resultaten fiihren. Dies ist auch in diesem Zu- 
sammenhang versucht, aber infolge der groBen Menge Salpeter- 
siiure (bzw. Nitrat), die dabei im Filtrat zuriickbleibt, wird bei 
der Priifung die Girung beinahe vollstindig gehemmt, so dab 
sich ein solches Priparat einer Aktivititsbestimmung entzieht, 
bis eine Methode gefunden ist, diese Salze zu entfernen. Dasselbe 
wurde auch bei der Acetatfillung beobachtet, so daB die Aus- 
fillung damit mit Vorsicht vorgenommen werden mub. 

Alkoholfaillung. Diese wurde mit verschiedener Stirke 


des Alkohols und unter verschiedenen Umstinden ausgefiihrt. Da 
aber dieselben Resultate wie in der friiheren Arbeit erhalten 
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wurden, brauchen sie hier nicht niher mitgeteilt zu werden. Als 
allgemeines Ergebnis l4Bt sich feststellen, dab beim KingieBen 
in den Alkohol die entstehende Fiallung so viel vom Aktivator 
absorbiert, daB die in der Loésung zuriickbleibende Quantitiit 
nicht reiner als das Ausgangsmaterial ist. Bisweilen kann sogar 
die entgegengesetzte Wirkung auftreten, so dab die Alkohollésung 
schwichere Aktivitiit als die Ausgangslisung zeigt. 


II. Autolyseversuche. 

Die Messungen der Aktivitit der Priparate wurden, wie an- 
gegeben, mit einer Oberhefe ausgefiihrt. Diese Heferasse ist die 
bisher am empfindlichsten gefundene, sie lit sich mit der 0,08 g 
Glucose pro Réhrchen enthaltenden Girungssuspension bis auf 
die 10 fache Girungsgeschwindigkeit aktivieren. Aus der III. Mit- 
teilung wissen wir, daB die Z-Priparate auf Trockenhefe nicht 
einwirken. Deswegen wiirde es von gewissem Interesse sein, diese 
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Oberhefe mit der Brauereiunterhefe, aus der diese Trockenhefe 


hergestellt war, zu vergleichen. 
Deswegen wurden sowohl die Oberhefe') als eine Brauerei- 


1) Herrn Oberingenieur H. Brahmer bin ich wieder fiir die Uber- 
lassung der Oberhefe zu groBem Dank verpflichtet. 
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hefe mit derselben Aktivatorlésung (Dialysat) gegoren. Die letzte 
Hefe wurde aus dem Girbottich nach Fassung genommen, ge- 
waschen und abzentrifugiert und in diesem Zustande abgewogen. 
Die Girungskurven sind in der Fig. 1 eingezeichnet. 

Wie ersichtlich, haben diese beiden Kurven einen ganz ver- 
schiedenen Verlauf. Die Garungsgeschwindigkeit der Oberhefe 
wird unter KinfluB von der Z-Liésung von 1—8 ccm CO,/Stunde, 
also zum 8fachen Wert, vergréBert. Die Brauereihefe dagegen 
wird nur -von 1,9—5,8 ccm aktiviert, d.h. eine 3fache Ver- 
mehrung. AuBerdem besteht eine betrichtliche Verschiedenheit 
zwischen den beiden maximalen Girwerten. Kine Wiederholung 
der Brauereihefeversuche mit einer anderen Hefe gab dieselben 
Werte, mit einer VergréBerung von 1,6—4,8 ccm. 

Wenn nun die kriaftige Wirkung der Aktivatorlésung auf die 
Oberhefe ihre Ursache in Mangel an diesem Aktivator in der 
Zelle hitte, kénnte man erwarten, daB die Unterhefe dagegen 
wohl mehr oder weniger damit gesittigt wire, da ja diese in 
einem Nihrsubstrat geziichtet ist, das eine betrichtliche Z-Wir- 
kung aufweist.!) Es mége hier in Krinnerung gebracht werden, 
daB ihnliche Verhiltnisse bei der Biosforschung gefunden sind, 
so daf eine Hefe viel empfindlicher gegen Biospriparate als die 
andere war. Jedoch darf man keineswegs einen Zusammenhang 
zwischen der Bios- und der Z-Empfindlichkeit voraussetzen, da 
diese beiden Faktoren zwei verschiedene Vorginge beeinflussen. 

Zur Beleuchtung dieser Frage wire es interessant zu er- 
fahren, in welchem Grade es méglich ist, diesen besprochenen 
Heferassen den Z-Aktivator zu entziehen. Zu diesem Zweck 
wurden sie der Autolyse unterworfen.”?) Die Unterhefe wurde, 
wie oben angegeben, bereitet und die Oberhefe in der Form ge- 
nommen, in der sie von der Fabrik geliefert wurde. Jede wurde 
mit der gleichen Menge Wasser in einem Kolben suspendiert und 
dann etwa 100 ccm pro Liter einer Mischung von gleichen Teilen 
Toluol und Athylacetat zugegeben und noch einmal kriftig ge- 
schiittelt. Die Kolben wurden dann in einen Warmeschrank von 
35° gestellt und bisweilen geschiittelt. Die Unterhefe war nach 
ein paar Tagen beinahe vollstindig autolysiert, wurde aber erst 
nach 7 Tagen genommen. Die Oberhefe muBte indessen 14 Tage 
autolysieren, weil die Autolyse bei dieser viel langsamer geht. 


') 1V. Mitt.: Diese Z. 178, 205 (1928). 
?) III. Mitt.: Diese Z. 176, 264 (1928). 
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Das Autolysat wurde zentrifugiert und dann klar filtriert durch 
ein gewohniliches Filter. Das Filtrat wurde zum Verjagen des 
Toluols und des Athylacetats im Vakuum eingeengt und die 
Lésungen auf solche Volumina aufgefiillt, so daB das Trockengewicht 
etwa dem des Hefekochsaftes entsprach, wobei die Volumina 
etwa '/, der beziiglichen Autolysate betrugen. Die erhaltenen 
Lésungen waren beide dunkelbraun und aus beiden schied sich 
nach ein paar Tagen eine recht kriftige Fillung. 

Bei der Autolyse enthilt der Saft oft recht groBe Mengen 
Zucker, der aus dem Glykogen der Hefe stammt. Dieser Zucker 
muB vor der Priifung entfernt werden. In diesem Falle konnte 
aber im Unterhefeautolysat keine Reduktion der Fehlingschen 
Lésung nachgewiesen werden, so daB dieses zur Girung direkt 
genommen werden konnte. Das Autolysat der Oberhefe dagegen 
enthielt betrichtliche Zuckermengen und wurde somit vor der 
Priifung mit CuSO, + Kalkmilch nach van Slyke behandelt. Bei 
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Fig. 2. 


—»x—— Autolysat aus Unterhefe o —— Aufolysat aus Oberhefe. 


der Girung, deren Kurven in Fig. 2 gezeichnet sind, wurde mit 
Aktivatorlésungen von der 3fachen Verdiinnung gegoren, wobei 
die Trockengewichte 54 bzw. 50 mg/ccm waren. 

Der Autolysesaft aus der Unterhefe zeigt eine kriiftige Akti- 
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vierung; der Saft aus der Oberhefe dagegen weist eine viel 
schwiichere Wirkung auf. AuBerdem ist der Verlauf der letzten 
Kurve nicht normal. In der nachstehenden Tab. 3 sind die Daten 
dieser Girungen zusammengestellt. 


Tabelle 3. 




















Autolysat H.-A. Anzahl Z-Kinh. | Girungsgeschw. entspr. 

aus in mg aus 1 kg Hefe Hefe in Glucoselésung 
Unterhefe.... 5,4 etwa 15000 1,6—1,9 
Oberhefe .... 10,0 . 7500 0,7—0,9 











Dieser 'abelle ist ein interessantes Verhiltnis zu entnehmen. 
Sie zeigt, daB man aus der Unterhefe etwa die doppelte Menge 
Aktivator als aus der Oberhefe erhilt. Die Garungsgeschwindig- 
keit der ersteren in einer einfachen Glucoselésung betrigt aber 
auch die doppelte im Gegensatz zur Oberhefe. Es scheint dem- 
nach, als ob die Unterhefe die doppelte Menge Z-Aktivator 
besitze. 

Ks laBt sich auch aus dem Versuch folgendes errechnen. 
Aus der Girkurve entnehmen wir, daB fiir die Aktivierung der 
Oberhefe mittels des Unterhefeautolysates zu einer Garfahigkeit, 
die der der Unterhefe entspricht (etwa 1,9 ccm), 0,027 ccm Akti- 
vatorlésung notwendig sind. Nun gab jedes Kilogramm Unter- 
hefe 1500 ccm Autolysat und die Z-Quantitit in 0,027 ccm ist 
also aus 0,018 g Hefe genommen. Bei den Girungen enthalten 
die Girrohre immer 0,04 g Hetfe und im letzten Falle wurde ja 
mit Oberhefe gegoren, die nach oben dieselbe Z-Quantitit wie 
0,02 g Unterhefe haben. Die Ubereinstimmung dieser beiden 
Werte ist auffallend. 

Ks erhebt sich die Frage, ob diese Erscheinungen reine Zu- 
fiilligkeiten sind, oder ob die Berechnungen die wirklichen Ver- 
hiltnisse wiedergeben. Einerseits lift die verschiedenartige Ein- 
wirkung eines Z-Priparates auf die Ober- und Unterhefe einen 
wesentlichen Unterschied zwischen den beziiglichen Enzymsystemen 
vermuten. Andererseits hingt dies in hohem Grade von der Zu- 
verlissigkeit der MeBmethoden ab und dariiber kann mit unserer 
jetzigen Kenntnis iiber die Art der Z-Wirkung sowie die Natur 
des Faktors nichts gesagt werden. Bei dieser Berechnung ist ja 
auch yorausgesetzt, daB der Zusammenhang zwischen Aktivator- 
menge und ihrer Wirkung ,eine Gerade“ ist, was gewohnlicher- 
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weise nicht der Fall ist, wenn es auch bisweilen fiir die niedrigsten 
Konzentrationen zutrifft. 

Reinigungsversuche. Wir bemerken, daB die H.-A. des 
Unterhefeautolysensaftes = 5,4 war. Diese Reinheit ist ja die 
héchste, die mittels Dialyse durch den Hefekochsaft erreichbar 
war. Es war dann zu vermuten, daB mit diesem Autolysat ein 
weit reineres Priparat als mit dem Hefekochsaft erhalten werden 
kénnte. Der Saft wurde also mit Blei—Quecksilberbehandlung 
gereinigt und zwar wurden 2 Versuchsserien durchgefiihrt: eine 
mit, die andere ohne Dialyse und bei der ersteren wurden die 
2 Dialysefraktionen fiir sich behandelt. Die Resultate sind in 
Tab. 4 zusammengestelllt. 


Tabelle 4. 




















Die H.-A. der 
Priparat aw 
Ausgangslésung | Pb-Filtrate | Hg-Filtrat 
Autolysensaft . . . . 5,4 | 4,5 2,4 
Dialysefraktion I. . . 3,4 | 3,1 2,25 
. B.... 3,9 2,2 | 1,8 


Es geht daraus hervor, dab die Reinigung ohne Dialyse der 
des Kochsaftes nach Dialyse entspricht. Bei Behandlung der 
Dialysate ergaben sich eigentiimliche Resultate, indem die Frak- 
tion I héhere Aktivitat als die Fraktion II besitzt. Die letzte 
lieB sich aber weit besser reinigen als die erste. 

Dieses aus der Fraktion II stammende Hg-Filtrat ist das 
iiberhaupt reinste Praparat, daB bei dieser Untersuchung her- 
gestellt wurde. Demnach wurde in diesem Priparat der Stick- 
stoff nach Kjeldahl bestimmt, um einen Begriff iiber den Stick- 
stoffgehalt zu erhalten. Es ergab sich, daB das Priparat etwa 
10°/, N enthielt. 

Es wurde in diesem Zusammenhang untersucht, ob in den 
verschiedenen Praparaten Proteinstickstoff nachzuweisen war. Ks 
wurde also ein Pb-Filtrat und ein Hg-Filtrat nach untenstehen- 
der Zusammenstellung gepriift. 

Das Hg-Filtrat enthalt, wie ersichtlich, keine der Kiweib- 
abbauprodukte, die mit obigen Reagenzien nachweisbar sind und 
ist also der Z-Faktor von diesen abgegrenzt, da ja das Hg-Filtrat 
alle Aktivitit des Pb-Filtrates enthilt. 
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Tabelle 5. 











Reaktion Pb-Filtrat | Hg-Filtrat 
Biuretprobe . +- 0 
Xanthoproteinreaktion . + 0 
Millonreaktion . ~ 0 
Paulyreaktion . a 0 


+ bezeichnet positiven Ausfall 
0 ¥ negativen " 


Diese Resultate erlauben wohl nicht eine véllige Abtrennung 
des Aktivators von den Proteinen, machen es aber wahrschein- 
lich, daB es damit nichts zu tun hat. Es sei auch daran erinnert, 
dab es bisher nicht gelungen ist, eine Methode zur Ausfallung 
des Aktivators zu finden. Kin Schritt in dieser Richtung wurde 
im letzten Aufsatz mit der Aufspaltung der Aktivitit gemacht. 
Diese Seite des Problems mu8 aber noch weiter aufgeklirt werden, 
bevor die obige Fragestellung beantwortet werden kann. 


III. Hydrolyseversuche. 


In der I. Mitteilung iiber diesen Aktivator wird angegeben, 
daB stark saure oder alkalische Reaktion auch in der Hitze den 
Aktivator nicht beeinfluBt. In der letzten Arbeit wurde aber 
gefunden, daB das Quecksilberfiltrat eine gewisse Alkaliempfind- 
lichkeit aufweist. Infolge dieses Befundes wurden nun die Hydro- 
lysenversuche wiederholt und zwar auf folgende Weise. Es wurde 
ein Pb-Filtrat hergestellt und dieses in 2 Portionen geteilt: einer 
wurde konzentrierte Schwefelsiure bis zu 3/, normaler Lésung 
zugegeben und der anderen krystallisiertes Bariumhydrat in Menge 
ebenfalls +/,normale Lisung erzeugend. Beide wurden dann 
2 Stunden gekocht (unter RiickfluB), wonach der Saure- bzw. 
BarytiiberschuB ausgefillt wurde. Kin Hg-Filtrat wurde in der- 
selben Weise mit '/, normaler Siure bzw. Baryt hydrolysiert. In 
folgender Tab. 6 sind die Resultate beider Versuchsserien zu- 
sammengestellt, wobei die Werte der Giirungstabellen eingefiihrt sind. 

Ks bestitigt sich somit der friihere Befund, daB im Pb- 
Filtrat der Aktivator weder durch alkalische noch durch saure 
Hydrolyse angegriffen wird. Aber im Hg-Filtrat tritt durch das 
Barytkochen eine partielle Zerstérung ein, die ebenso groB ist 
wie sie vom basischen Bleiacetat oder alkalischen Quecksilber 
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Tabelle 6. 
eem CQO,/Stunde bei Hydrolyse in 
Aktivator- eee ven aomapumenets 
») i y-Filtrs 
lésung | _ Pb Filtrat 7 ; | Hg-Filtrat 
Lésung - Lésung ‘i 
ecm pee Siiure Lauge anliat Siure Lauge 
0,1 2,9 2,6 2,7 2,2 2,0 1,95 
0,2 3,8 8,4 3,45 3,25 2,85 2,85 
0,5 5,7 5,3 5,4 5,1 3,9 3.8 
0,75 6,6 6,2 6,1 6,05 4,5 4,25 
1,0 7,0 6,8 6,9 6,6 5,5 5,0 
1,5 7,6 7,4 7,3 7,0 6,2 5,1 

















verursacht wurde. Durch die Siiurebehandlung des Hg-Filtrates 
wird auch eine Zerstérung hervorgerufen, die aber nicht so grob 
ist wie die durch Alkalitiit erzeugte. 


Es ist also dargelegt, daB der Aktivator in der Form, in der 
er sich im Pb-Filtrat oder im Kochsaft befindet, nicht hydrolysier- 
bar ist. Durch die Behandlung mit Quecksilberverbindungen sind 
aber gewisse Veriinderungen in ihm eingetreten, die ihn alkali- 
empfindlich gemacht haben. Aber ganz stabil gegen Siurehydro- 
lyse war dieses Hg-Filtrat nicht, so daB man sagen kénnte, dab 
die Lésung eine fiir Hydrolyse mehr empfindliche Verbindung 
enthalten diirfte. 


Zusammenfassung. 


Die chemische Reinigung des Z-Faktors wurde in dieser Arbeit 
weiter untersucht, wobei das Ziel eigentlich die Herstellung eines 
moglichst reinen Priparates war. Ausgehend von dem Hefe- 
kochsaft mit der H.-A. 8,2 (durchschnittlich) wurde durch Dialyse 
ein H.-A. 5,5 erreicht. Durch die der Dialyse folgende Fiillung 
mit Blei- und Quecksilbersalzen wurde ein Praiparat mit H.-A. 3,3 
erhalten. 


Durch Autolyse von Unterhefe wurde aber ein Saft her- 
gestellt, dessen H.-A, 5,4 war und der sich bis H.-A. 1,8 reinigen 
lieB. Die resultierenden Praparate sind also 2,5 bzw. 3 mal reiner 
als die beziiglichen Ausgangsmateriale, aber absolut genommen 
ist das letzte Priparat doppelt so rein als das vorige. Kine 
Stickstoffbestimmung im letzteren gab 10°/, N. 

Es wurden in diesem Zusammenhang einige Priiparate mit 
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gewissen Proteinreaktionen untersucht und es ergab sich dabei, 
daB im Hg-Filtrat kein Ausschlag erhalten wurde. 

Im allgemeinen sind indessen dieselben Reinigungsverhiltnisse 
wie in der LV. Mitteilung erhalten worden. Die besonders giinstigen 
Umstiinde, die daselbst zu einer 8 fachen Reinigung mit Hg(NO,), 
gefiihrt hatten, waren auch bei dieser Arbeit nicht wieder vor- 
handen. 

Es wurden Autolysate aus Unter- und Oberhefe hergestellt 

und beide hatten Z-Aktivitait. Die Wirkung des letzteren war 
aber schwiicher als die des ersteren und es lieB sich errechnen, 
daB unsere Unterhefe doppelt so viel Z-Aktivator wie unsere 
Oberhefe zu liefern vermag. Der Saft aus der Unterhefe war 
auch ein ziemlich aktives Priparat, das sich gut zur Reinigung 
eignete. 
SchlieBlich wurde die Hydrolyseempfindlichkeit des Z-Faktors 
noch einmal untersucht, wobei bestiitigt wurde, daB der Aktivator 
vor der Behandlung mit Quecksilber sehr stabil gegen Sauren 
und Alkalien ist. Nach Behandlung mit Quecksilbersalzen tritt 
eine partielle Kmpfindlichkeit gegen Alkali auf, deren GréBe der 
von mir friiher im Zusammenhang mit Aufspaltung in Kom- 
ponenten beschriebenen entspricht. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber die Wirkung der 
Hefegabe auf die chemische Beschaffenheit von Muskel 
und Leber beim chronischen Training und bei der 
einmaligen Muskelleistung. 

Von 


C. Pi-Suier Bayo und G. Liss. 





(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Oktober 1930.) 


Die vorliegende Arbeit wurde auf Grund der Gedankengiinge 
ausgefiihrt, die in der Arbeit von Liss, Pi-Suiier Bayo und 
Osuka!) enthalten sind. Wir hatten, um es kurz zu wiederholen, in 
jener Arbeit zwei Falle unterschieden, die untersucht werden miissen, 
um den EinfluB einer Substanz auf den Ernihrungszustand von 
Leber und Muskel bei der muskuliiren Betiitigung zu priifen: 

1. Den Fall des dauernden Trainings, bei dem iiber liingere 
Zeitriume hin tiglich die gleiche muskuliire Leistung vollbracht 
wird und bei dem dauernd der Zustand von Muskulatur und Leber 
fiir den Trainingszweck giinstig gestellt werden soll. 

2. Den Fall der einmaligen sportlichen Leistung, fiir die in 
der kurzen Zeit ihrer Dauer der Zustand von Muskulatur und 
Leber besonders giinstig gestellt werden soll. 

Wihrend es sich in der zitierten Arbeit nur um einen an 
Ratten ausgefiihrten chronischen Versuch handelte, wie ihn schon 
Collazo, Liss und Pi-Suner Bayo?) mit einem Hefekonzen- 
trationsprodukt *) ausgefiihrt hatten, wurde diesmal der Versuch an 
Hunden durchgefiihrt und zwar in chronischer sowie akuter Weise. 

Was den chronischen Versuch anbetrifft, so lieBen wir zwei 
Hunde (I und IJ), die nachmittags normale Fleisch- und Reiskost 
bekamen, am Vormittag auf einer Tretbahn laufen. Wir steigerten 
die Laufzeit von 10 Minuten bis auf tiiglich eine */, Stunde. 
Nachdem die beiden Hunde je 281/, Stunden insgesamt gelaufen 
waren, bekam der eine Hund (IJ) tiglich nach seinem */, stiindigem 
Laufen Hefe eingegossen und zwar 2 g pro Kilo in 200 cem Wasser. 
Der Versuch wurde in dieser Weise fortgesetzt, bis beide Hunde 


1) Liss, Pi-Suner Bayo u. Osuka, Z. f. exp. Med. (im Druck). 
2) Collazo, Liss u. Pi-Suiier Bayo, Biochem. Z. 227, 326 (1930). 
3) Bickel u. Collazo, Biochem. Z. 221, 295 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIII. 13 
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44//, Stunden gelaufen waren. Dann wurde den Hunden am 
Vormittag, nachdem sie an diesem Tage weder gelaufen waren, 
noch der Hund II Hefe bekommen hatte, der Hals mit einem 
scharfen Messer durchschnitten und die Tiere ausbluten gelassen. 
Sofort danach wurde dem Tier von einem von uns Leber und 
Muskel herausgenommen und auf Eis gelegt, wihrend der andere 
von uns bereits die Wigungen machte, z. B. die verschiedenen 
Proben fir eine Glykogeneinwage in die bereits heiBe Kalilauge 
legte usw. Beziiglich der Methodik vg]. man iibrigens die Arbeit 
von Liss, Pi-Suner Bayo und Osuka (a. a.O). Wir _ be- 
stimmten jedoch noch den Fettgehalt von Leber und Muskel. 
Wir hatten noch einen chronischen Versuch mit zwei Hunden 
angesetzt, die tiiglich eine Stunde laufen muBten, bei denen der 
eine Hund (iI) jedoch eines Tages durch Herzschlag auf der 
Bahn beim Beginn des Laufens starb. Er wurde sofort analysiert. 
Der entsprechende Kontrollhund (IV), der an diesem Tage noch 
keine Hefe bekommen hatte und noch nicht gelaufen war, bekam 
daraufhin eine Chloroformspritze in das Herz und wurde ebenfalls, 
also nach genau derselben Laufzeit wie der durch Herzschlag 
gestorbene Hund (= insgesamt 20 Stunden), analysiert. Wir be- 
stimmten hier ebenfalls den Fettgehalt von Leber und Muskel. 
Die akuten Versuche wurden folgendermaBen ausgefiibrt. 
Wir lieBen den Hund (V), der bereits einige Wochen bei kon- 
stanter Fiitterung gelebt hatte, eine Stunde laufen, nachdem er 
bereits vorher auf Bauch und Hinterbeinen rasiert worden war. 
Sofort nach dem Laufen wurde er auf dem Operationstisch auf- 
gebunden und bekam reichlich Chloriithyl auf die rasierten 
Stellen. Durch einen kleinen Schnitt in der Mittellinie wurden 
wenige Gramm Leber exzisiert und auf eine eisgekiihlte Glas- 
platte gelegt und gewogen, wiihrend die Wunde wieder zugenaht 
wurde. Die Mengen reichten aus, um z. b. mehrere Mikroeinwagen 
(i etwa 1,5 g) fiir die Glykogenbestimmung zu machen. Der Hund 
ruhte etwas iiber eine Woche aus und bekam dann eines Tages am 
Vormittag 2 g¢ Hefe pro Kilo in 200 ccm Wasser durch die Schlund- 
sonde eingegossen. Nach zwei Stunden Ruhe mubte er eine Stunde 
lang schnell laufen. Danach wurde ihm wieder auf das Bauchfell 
Chloriithyl gespritzt und von der Seite aus durch einen Schnitt 
eingegangen und geniigend Leber herausgeholt. Ebenso wurde 
sogleich danach Muskel entnommen. Die Wunden wurden nicht 
zugeniiht, sondern das Tier durch Chloroformstich ins Herz ge- 
titet. Es kam vor allem anderen auf die Schnelligkeit der Leber- 
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und Muskelentnahme an. Allerdings mubte die Lokalanidsthesie 
geniigend stark sein, um dem Tiere gréBere Schmerzen zu ersparen, 
die eine Glykogenverinderung hatten hervorrufen kénnen. 

Kin anderer Hund (VI) war bereits einige Wochen ohne 
Hefezugabe tiiglich eine */, Stunde gelaufen. Er bekam am 
Versuchstage 2g Hefe pro Kilo wie der obige Hund (V) ein- 
gegossen, blieb danach 2 Stunden in Ruhe und muBte dann 
eine Stunde schnell laufen. Jetzt wurde wie bei dem Hund (V) 
vorgegangen, nur daB dieser Hund (VI) beim zweiten Male, also 
am Tétungstage, keine Hefe vor dem [aufen erhielt. 

Die erhaltenen Analysenwerte sind in den Tabellen 1 bis 3 zu- 


sammengestellt. 


II. Akuter Versuch. 
Tabelle 3. 





Glykoven : - , 
oe Milchsiure in °, 
in “/o - 

frischer Leber frischem Muskel 

frischer frischem : 


' | 
Leber Muskel} yor — nach Spaltung) vor | nach | Spaltung 


Nr. des Hundes 
Hefe oder nicht 


— 0,12 | 0,35 oss | “ _ 

V | 0,6 0,12 0,41 0,29 0,25 0,52 0,27 
VI 6,3 — 0,21 | 0,37 0,16 — ee — 
VI}—| 2,4 0,3 | 0,08 0,28) 0,20 0,18 0,83 0,15 

Was die Methodik anbetrifft, so wurden bei den Tieren des 
chronischen Versuchs je 10 g Leber und Muskel fiir die Fett- 
sowie fiir die Makroglykogenbestimmung verwendet. Es wurden 
auBerdem je zwei Mikro-Glykogenbestimmungen mit jedesmal 
ungefihr 1//,—2g Substanz aus verschiedenen Leber- bzw. 
Muskelstiicken gemacht. 

Zur Fettbestimmung, genauer gesagt: zur schnellen Bestim- 
mung der iitherléslichen Bestandteile der Gewebsteile, wurde die 
betreffende Substanz sofort nach dem Abwiigen unter Ather ge- 
bracht und zerschnitten. Dann wurde, sobald dazu Zeit war, fil- 
triert und der filtrierte Ather in einen eingeschliffenen Rundkolben 
der Soxhletapparatur gebracht, wihrend das Filter mit der Sub- 
stanz in einen Morser iiberfiihrt wurde, in dem es mit reinem 
Quarzsand verrieben wurde. Der Inhalt des Mérsers wurde in eine 
Soxhlethiilse getan und 10 Stunden auf dem Dampfbad am Riick- 
fluBkiihler mit Ather extrahiert. Der Rundkolben wurde mit dem 
Fett und nach Entfernen desselben mittels heiBen Athers gewogen. 
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Zur Trockenbestimmung wurde 2 g verwendet, die im elek- 
trischen T'rockenschrank bis zur Konstanz getrocknet wurden. 

Die Glykogen- und Milchséureanalysen fanden nach derselben 
Methodik statt, wie sie bereits in der Arbeit von Liss, Pi-Suner 
Bayo und Osuka’) ausfithrlicher beschrieben ist. 


Ergebnisse. 

Aus den Tabellen ersieht man, daB die chronische Hefe- 
zulage zur Nahrung keinen EinfluB auf das Leberglykogen hat. 
Der Glykogengehalt liegt zwischen 3 und 4°%/,. Er ist sogar in 
den gleichartig bewegten und getéteten Tieren unter sich voll- 
kommen gleich grob. Im Muskelglykogen zeigen sich Schwan- 
kungen, aus denen wir nichts Bestimmtes ablesen kénnen. Die 
gesamte Leber ist iibrigens zufallig bei den Hefeticren bedeutend 
groBer als die Leber der hefefreien Hunde. Entsprechend ver- 
halt es sich mit der gesamten Glykogenmenge. 

Am interessantesten sind die Ergebnisse der Atherextraktbestim- 
mungen im chronischen Versuch. Hier zeigen die chronischen Hefe- 
hunde in Leber und besonders im Muskel einen mehrfach gesteiger- 
ten Fettgehalt, der geradezu erstaunlich hoch ist. Man ist versucht 
anzunehmen, daB die in den ersten Stunden nach der Hefegabe 
entstandene erhéhte Glykogenmenge in der Leber (vgl. die akuten 
Versuche) spaterhin deswegen verschwindet, weil sie irgendwie an 
der nunmebhr einsetzenden Fettspeicherung beteiligt ist. Somit ist 
durch die chronische Hefezufuhr eine ganz bestimmte Wirkung, nam- 
lich eine starke Fettspeicherung in Leber und Muskeln, erwiesen. 

Die Milchséureanalysen des chronischen Versuches zeigen 
ein nicht ganz einheitliches Bild, doch scheint die Milchséure in 
Leber und Muskel der Hefehunde etwas héher zu sein als in den 
betreffenden Gewebsteilen der Kontrolltiere. 

Der akute Versuch dagegen zeigt einwandfrei die oben 
bereits erwaihnte Glykogensteigerung um ein Mehrfaches in der 
Leber desselben Tieres bei einmaliger peroraler Hefezufuhr. Die 
Zeit von 3 Stunden scheint ungefihr das Maximum fir die 
Glykogenanhiufung in der Leber zu sein. Im Muskel scheint 
ebenfalls eine Glykogensteigerung 3 Stunden nach der Hefe- 
zugabe vorzuliegen, ist aber mangels geniigender Analysen noch 
nicht bewiesen. 

Die Werte der Milchsaéureanalysen im akuten Versuch geben 
kein ganz klares Bild. 





1 a. a. O. 
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d-¢-Amino-norvaleriansiure (Norvalin) 
ein Baustein von Eiweifstoffen. 


Von 
Emil Abderhalden und Fritz Reich. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. §.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Oktober 19°20.) 


Kiirzlich haben Emil Abderhalden und Alfred Bahn!) 
das Vorkommen von Norvalin im KiweiBkérper Globin festgestellt. 
Identifiziert wurde die genannte Aminosiure einmal durch einen 
Vergleich ihrer Kigenschaften mit denen von synthetisch dar- 
gestelltem d-Norvalin. Entscheidend fiir die Annahme, daB die ge- 
nannte Aminosiure vorlag, war jedoch die Beobachtung, daB die aus 
ihr gewonnene Bromsiure die gleiche Aminierungsgeschwindigkeit 
aufwies wie die synthetisch dargestellte «-Brom-n-valeriansiiure. 
Zum Vergleich wurde die Aminierungsgeschwindigkeit von «-Brom- 
isovaleriansiiure herangezogen. Sie ist auSerordentlich viel geringer 
als diejenige von a-Brom-n-valeriansiure. 

Es erschien uns von Interesse, zu priifen, ob auch andere 
Proteine Norvalin enthalten. Es ist dies in der Tat der Fall. 
Im folgenden sei iiber das Vorkommen von d-Norvalin unter den 
Produkten der vollstandigen Hydrolyse von Casein (Hammarsten) 
berichtet. Der genannte EiweiBkorper (1 kg) wurde durch 6stiindiges 
Erhitzen am RiickfluBkiihler mit der 3fachen Menge konz. Salz- 
siiure (spez. Gew. 1,19) hydrolysiert. Zur Trennung der Aminosiuren 
wurde das Esterverfahren von Emil Fischer verwandt. Die 
Ester wurden bei 12—16 mm Druck destilliert. Zur Fahndung 
auf Norvalin verwendeten wir die zwischen 75 und 85° und ferner 
die bei 85—95° iibergehende Esterfraktion. Zuniachst wurden die 
Ester durch Kochen mit Wasser verseift; dann wurde mit Tier- 





1) Ber. chem. Ges. 63, 914 (1930). 
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kohle aufgekocht, filtriert, und schlieBlich unter vermindertem 
Druck zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde wiederholt 
mit absolutem Athyl- und Methylalkohol ausgekocht. Dabei ging 
das Prolin und ein Teil des Valins in Lésung. Den unldslichen 
Anteil unterwarfen wir der fraktionierten Krystallisation. Nach 
Entfernung des Leucins verblieb ein Gemisch von @-Aminovalerian- 
siuren. Dieses lieB sich durch sorgsame Krystallisation in zwei 
Anteile trennen, von denen der eine alle Kigenschaften und ins- 
besondere das Drehungsvermégen des Valins aufwies, wihrend der 
andere in seinem Verhalten mit demjenigen von d-Norvalin iiber- 
einstimmte. Insgesamt gewannen wir 2 g d-Norvalin. Die Ver- 
bindung sinterte beim Erhitzen im zugeschmolzenen Réhrchen 
gegen 303° korr. Aus Wasser krystallisiert die Verbindung in 
silbergliinzenden Blittchen. Sie ist in Alkohol, Essigester, Ather, 
Chloroform und Benzol unléslich, léslich in heiBem Wasser. 

0,0702 g Substanz verbrauchten 5,83 cem n/10-H,SO,. 

0,0592 g Substanz verbrauchten 4,97 ccm n/10-H,SO,. 

Fiir C,H,,NO, (Mol.-Gew. 117,1) berechnet 11,96°/, N, gefunden 11,63; 
11,76°/, N. 

0,0294 g Substanz in 1,5 ecm 20°/,iger Salzsiiure gelést; u = 
+ 0,43°, also [ely = + 21,94% d-Norvalin zeigt OR = + 239, 


Zur weiteren Charakterisierung der isolierten Aminosiure 
erfolgte, wie schon oben erwahnt, die Umwandlung in die ent- 
sprechende «-Bromfettsiure und zwar mittels Nitrosylbromids. Sie 
ging bei 14 mm Druck bei 120—125° iiber. Bei Verwendung 
von 1,8 g Aminosiure wurden 1,4 g Bromfettsiiure erhalten. Die 
so gewonnene «-Bromfettsiure lésten wir in 25°/, igem wabrigem 
Ammoniak. Die Lésung wurde bei 37° aufbewahrt. Von Zeit 
zu Zeit wurde das abgespaltene Halogen nach Volhard titri- 
metrisch bestimmt und zwar in 1 ccm der ammoniakalischen 
Lésung. Gleichzeitig setzten wir unter genau den gleichen Be- 
dingungen durch Synthese gewonnene «-Brom-n-valeriansiiure 
und «-Brom-iso-valeriansiure mit 25°/, igem wiiBrigem Am- 
moniak an. 


Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der Aminierung. 
A = «-Brom-i-valeriansiiure synth. 
B = a-Brom-n-valeriansiiure synth. 
C = a-Brom-n-valeriansiiure aus Casein 


je 1g in 8ccem 25°), igem wiib- 
rigem NH, gelést. 


Einer 100°/, igen Bromabspaltung wiirde ein Verbrauch von 6,60 ccm 
n/10 = AgNO,-Lésung auf 1 ccm der Lisung der Bromkérper entsprechen. 
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Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der Aminierung. 
A = a-Brom-i-valeriansiure synth, 
B = a-Brom-n-valeriansdure synth. 
C = a-Brom-n-valeriansiiure aus Casein. 
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oor Verbrauch an|Verbrauch an|Verbrauch an 
Zeit in . -_ 
St den | 2/! 0-AgNO, | n/10-AgNO, | n/10-AgNO, | Prozent Aminierung 
aemaatens in ecm in cem in cem 
- me mi = a “ 
2 0,82 4,41 4,25 13 67 64 
4 1,24 5,59 5,85 19 84 81 
6 1,59 5,87 5,83 24 89 88 
20 3,60 6,36 6,05 54 96 92 
30 4,34 6,47 6,34 66 99 96 


Ergebnis: Casein enthilt d-Norvalin. Der Gehalt an dieser 
Aminosiure ist schwer abzuschitzen, weil eine quantitative Tren- 























nung von den itibrigen Aminosiuren nicht durchgefiihrt ist. Es 
diirfte jedoch 1°/, tibersteigen. 


Berichtigung. 
Zu 8. Salaskin, Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tier- 
kérper. I. Einleitung. — Bd. 192, S, 27, 18. Zeile v. o. 
statt: und aus ihr durch Einwirkung von Glykokoll und einiger anderer 
Koérper Harnstoff gewonnen werden kann. 


soll heiBen: und daB sie durch Einwirkung von Harnstoff auf Glykokoll 
und einige andere Kérper gewonnen werden kann. 








